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L'activité des glycogène synthase kinases 3 est 
essentielle à la survie et à la prolifération des cellules 
pancréatiques tumorales humaines 
Benoît Marchand 
Programme de biologie cellulaire, Département de Médecine - service de gastro-
entérologie, Faculté de Médecine et des Sciences de la Santé, Université de 
Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada. 
Depuis leur découverte, les glycogène synthase kinases 3 (GSK3) ont été 
associées à de multiples fonctions cellulaires, incluant notamment la prolifération et 
la survie cellulaire. La délétion homozygote de GSK3p chez les souris est létale au 
stade embryonnaire E13,5 et il a été démontré que l'apoptose massive des 
hépatocytes due à une hypersensibilité au TNFa serait la principale cause de la 
létalité suggérant que l'activité de GSK3p est nécessaire pour la survie cellulaire. 
Plusieurs études suggèrent une activité des GSK3 plus élevée dans certains types 
de cancers, particulièrement au niveau des adénocarcinomes pancréatiques. 
Différentes études proposent que les GSK3 pourraient réguler la voie NFKB et 
influencer la prolifération et la survie des cellules pancréatiques tumorales. Mes 
travaux de maîtrise visaient à déterminer le rôle des GSK3 dans la survie et la 
prolifération des cellules pancréatiques tumorales humaines. 
Dans un premier temps, l'inhibition prolongée (24 à 72h) de l'activité des 
GSK3 a permis d'observer une diminution de l'activité métabolique des cellules / 
pancréatiques tumorales humaines: MIA PaCa2 et PANC-1. Cette diminution 
semble être due en partie à une induction de l'apoptose et à une inhibition de la 
prolifération cellulaire. En effet, l'inhibition des GSK3 induit l'apoptose chez les 
cellules pancréatiques tumorales humaines (MIA PaCa2, PANC-1 et BxPC3) après 
48 et 72h, mais non chez les cellules d'origine non-tumorale (HPDE6 et HEK293T). 
L'étude plus approfondie du mécanisme moléculaire de l'apoptose induit suite à 
l'inhibition des GSK3 par l'inhibiteur pharmacologique spécifique SB216763 
démontre 1- l'activation des caspases 3 et 7, 2- l'augmentation de l'homologue 
BCL-2 pro-apoptotique BIM et 3- la diminution de l'homologue anti-apoptotique 
BCL-2. L'analyse des voies de signalisation associées à la survie cellulaire et à 
l'apoptose suite à l'inhibition des GSK3 a permis d'observer l'activation de la voie 
JNK-c-Jun qui contribuerait potentiellement à l'induction de l'apoptose. À cet égard, 
nous avons observé que la voie JNK est nécessaire 1- au clivage de PARP, 2- à 
l'activation de la caspase 7 et 3- à l'augmentation de BIM induit par l'inhibition des 
GSK3. De plus, la diminution de l'expression de c-Jun, une cible des JNK, à l'aide 
d'un siARN prévient la modulation de BIM par l'inhibition des GSK3, alors que 
l'induction de l'apoptose n'est pas bloquée. Donc, l'activation de la voie JNK-c-Jun 
semble également nécessaire à la régulation de l'homologue BCL-2 pro-
apoptotique BIM. Nous avons ensuite observé que la voie MEKK1-JNK-c-Jun 
semble insuffisante pour induire l'apoptose des cellules PANC-1, suggérant que 
l'activation de la voie JNK pourrait requérir la régulation de d'autres voies afin 
d'induire l'apoptose. 
Dans un deuxième temps, nous avons observé que l'inhibition des GSK3 
pendant 16h inhibe la prolifération des cellules pancréatiques tumorales humaines. 
En effet, nous avons observé que l'inhibition des GSK3 pendant 16h empêche 
l'atteinte du point de restriction en phase G1 du cycle cellulaire. Nous avons 
observé qu'en réponse au sérum les GSK3 sont inactivées de façon transitoire (0-
10h) avant d'être réactivées (10-16h). L'inhibition de l'activité des GSK3 lors de leur 
réactivation (10-16h) par le SB216763 prévient 1- l'hyperphosphorylation de pRb et 
de p130 et 2- l'augmentation d'E2F1 induites par le sérum et 3- diminue 
l'expression d'E2F4, suggérant un rôle des GSK3 dans la phase G1 tardive du cycle 
cellulaire. Également, nous avons observé la présence de complexes formés de 
GSK3-pRb et de GSK3p-E2F4 dans les cellules pancréatiques tumorales humaines. 
Ces observations suggèrent que l'activité des GSK3 pourrait contribuer à 
l'hyperphosphorylation de pRb et de p130 et pourrait également réguler directement 
l'activité des E2F. 
Bref, ces résultats suggèrent que l'activité des GSK3 est essentielle pour la 
survie et la prolifération des cellules pancréatiques tumorales humaines. Les 
auteurs suggèrent donc que l'inhibition des GSK3 pourrait s'avérer un traitement 
potentiel du cancer pancréatique, en ciblant les cellules cancéreuses. 
Mots clés : cancer pancréatique, GSK3, JNK, prolifération, apoptose, BIM, pancréas 
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I- Introduction 
1. Le Pancréas 
1.1 Anatomie et physiologie 
Le pancréas est un organe du système digestif particulier puisqu'il est à la fois 
une glande endocrine et exocrine (Figure 1). Le pancréas origine de la fusion de 
deux évaginations, dorsale et ventrale, de l'endoderme antérieur prédestiné à se 
différencier en duodénum au cours du développement embryonnaire (SLACK, 
1995). Premièrement, la fonction endocrine est assurée par les îlots de Langerhans 
qui représentent de 1 à 4% de la masse de l'organe. Ces îlots sont des agrégats de 
cellules, composés de 4 types cellulaires différents, où les cellules p se retrouvent 
au centre et sont entourées des cellules a, 8 et PP (Figure 1C). Les cellules p 
constituent la majorité des cellules endocrines et sont responsables de la sécrétion 
d'insuline alors que les cellules a, ô et PP produisent et sécrètent respectivement le 
glucagon, la somatostatine et le polypeptide pancréatique. L'importante 
vascularisation des îlots de Langerhans permet au pancréas d'accomplir sa 
> 
principale fonction endocrine soit de contrôler la glycémie. 
La fonction exocrine du pancréas est responsable de la sécrétion et du 
déversement dans le duodénum du suc pancréatique contenant des enzymes 
/ 
i 
nécessaires à la digestion. La composante exocrine, représentant environ 99% des 
cellules du tissu pancréatique, est caractérisée par des lobules, formés d'acini qui 
1 
sont connectés à un réseau de canaux formés par les cellules ductales. La figure 
1B illustre les cellules acineuses qui synthétisent et sécrètent les enzymes 
pancréatiques ainsi que les cellules ductales qui libèrent du bicarbonate de sodium, 
de l'eau et quelques sels composant le suc pancréatique. La sécrétion 
hydrobicarbonatée des cellules pancréatiques ductales tamponne l'acidité du suc 
gastrique et maintient un pH favorisant l'activité optimale des enzymes 
pancréatiques au niveau du duodénum (TORTORA, 2000). Enfin, les cellules 
centroacineuses se retrouvent à la jonction entre les cellules acineuses et ductales. 
Elles seraient impliquées dans la sécrétion de composantes non enzymatiques du 
suc pancréatique (SLACK, 1995). 
1.2 Le cancer pancréatique 
1.2.1 Épidémiologie et caractéristiques moléculaires 
Le cancer pancréatique est associé au plus faible taux de survie à un cancer 
après 5 ans qui est de seulement 6% et représente la 4e cause de décès par cancer 
au Canada (tiré de la Société Canadienne du Cancer). Le diagnostic difficile de ce 
type de cancer mène à une détection de celui-ci à un stade avancé; le carcinome 
s'étant généralement déjà étendu à d'autres organes. Cette particularité ne permet 
la résection chirurgicale de la tumeur (seul traitement curatif possible) que chez 15-
20% des patients et explique en partie le faible taux de survie des patients atteints 
(BARDEESY et DEPINHO, 2002). Afin d'accélérer et d'améliorer le diagnostic ainsi 
que le traitement du cancer pancréatique, plusieurs études ont été entreprises pour 
identifier les caractéristiques moléculaires des adénocarcinomes pancréatiques. 
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Figure 1. Anatomie du pancréas 
A. Le pancréas est une glande à la fois endocrine et exocrine. L'organe se 
sépare en 3 régions : la tête qui est adjacente au duodénum suivie du corps et de la 
queue. Le suc pancréatique est déversé dans le duodénum au niveau de l'ampoule 
de Vater, site de fusion du conduit cholédoque et du conduit pancréatique (canal de 
Wirsung) B. La fonction exocrine du pancréas est assurée par les acini connectés 
à un réseau de canaux. C Les ilôts de Langerhans sont responsables de la fonction 
endocrine du pancréas. Ils sont constitués de 4 types cellulaires : les cellules p au 
centre et les cellules a, 8 et PP en périphérie, 
(adapté de EDLUND, 2002) 
i 
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Ces études se sont intéressées principalement aux adénocarcinomes ductaux 
pancréatiques qui constituent 85% des cancers pancréatiques, ceux d'origine 
endocrine étant rares. Les résultats issus de ces études ont démontré 1) la 
mutation activatrice de l'oncogène KRAS dans plus de 95% des adénocarcinomes, 
2) la délétion homozygote, la mutation intragénique ou l'hyperméthylation de 
CDKN2A/p16INK4A dans environ 90% des cancers pancréatiques, 3) la mutation du 
gène suppresseur de tumeur p53 dans 50-75% des cas et 4) la mutation ou la 
délétion homozygote de DPC4/SMAD4 dans 55% des carcinomes pancréatiques 
(MAITRA et HRUBAN, 2008). Toutes ces altérations confèrent un avantage 
prolifératif soit en induisant différents signaux pro-prolifératifs (KRAS) ou en 
bloquant les signaux d'arrêt de prolifération de p16INK4A et de p53 ainsi qu'en 
altérant la signalisation du TGF-p (SMAD4). D'autre part, ces études ont révélé que 
seulement 10% des cancers pancréatiques sont dus à une prédisposition 
génétique. Toutefois, l'âge d'incidence de ces cas est généralement similaire aux 
cas sporadiques de cancer pancréatique (BARDEESY et DEPINHO, 2002), ce qui 
suggère que les prédispositions génétiques sont impliquées dans la progression 
tumorale plutôt que dans l'initiation de la néoplasie. 
Des études histologiques ont permis d'identifier des lésions précurseur au 
niveau du pancréas qui peuvent évoluer en adénocarcinomes invasifs. Le type de 
lésion la plus communément observée est la néoplasie intraépithéliale pancréatique 
(PanIN) qui consiste en des lésions microscopiques présentant certaines 
caractéristiques de l'épithélium canalaire pancréatique. D'ailleurs, la figure 2 
i i 
représente le modèle génétique de progression des lésions PanIN vers un état 
avancé de dysplasie, puis vers l'adénocarcinome pancréatique. Les premiers 
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événements observés sont le raccourcissement des télomères et la mutation de 
l'oncogène KRAS au niveau des lésions PanIN de grade 1. L'altération de p16INK4A 
est ensuite observée, alors que les mutations du gène suppresseur de tumeur p53, 
de SMAD4 et de BRCA2 surviennent aux stades plus avancés des PanIN (Figure 2) 
(BARDEESY et DEPINHO, 2002; HEZEL et al., 2006 et MAITRA et HRUBAN, 
2008). Donc, la mutation de l'oncogène KRAS serait impliquée dans l'initiation de la 
tumorigenèse pancréatique alors que les autres altérations favoriseraient plutôt la 
progression. 
1.2.2 Modèles animaux de cancer pancréatique 
Les premières souris transgéniques représentant un modèle de cancer 
pancréatique ont été établies à l'aide du promoteur spécifique aux cellules 
acineuses celui du gène codant pour l'elastase. Les souris exprimant l'antigène T 
de SV40 ou un HRAS actif sous le promoteur de l'elastase développent 
principalement des carcinomes de type acineux et ne constituent pas un modèle de 
l'adénocarcinome pancréatique le plus commun, soit celui exprimant des marqueurs 
de cellules ductales (HEZEL et al., 2006). Un autre modèle de souris transgéniques 
a été établie à l'aide du transgène KRASG12D sous le promoteur de Mistl qui est 
fortement exprimé dans les cellules acineuses. Ces souris Mistl -KRASG12D 
développent majoritairement des carcinomes de type acineux au niveau du 
pancréas, mais également des carcinomes hépatocellulaires (TUVESON, D.A. et 
al., 2006). L'utilisation récente des promoteurs PDX-1 ou p48, spécifiques aux 
cellules précurseurs pancréatiques, a permis la génération d'un modèle 
reconstituant l'initiation et la progression des lésions PanIN vers l'adénocarcinome 
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Figure 2. Modèle de progression de l'adénocarcinome pancréatique 
Caractéristiques histologiques et moléculaires associées aux différents 
stades de la tumorigenèse pancréatique, (adapté de BARDEESY et DEPINHO, 
2002) 
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ductal. En effet, les souris PDX-1-cre;LSL-KRASG12D ou p48+/cre;LSL-KRASG12D 
exprimant un oncogène KRAS constitutif actif, par la recombinaison d'un allèle 
KRASG12D à l'aide de la cre recombinase sous ces promoteurs, développent toutes 
des lésions PanIN. La progression de lésions PanIN vers l'adénocarcinome invasif 
est observée chez seulement 10% des animaux âgés d'un an (HINGORANI et al., 
2003). Ceci suggère la nécessité pour la progression vers l'adénocarcinome 
pancréatique d'une coopération de la mutation de KRAS avec d'autres altérations. 
En effet, la combinaison de l'inactivation de p16INK4A avec le KRAS constitutif actif 
des souris PDX-1-Cre;LSL-KRASG12D accélère la progression des lésions en 
adénocarcinomes pancréatiques (AGUIRRE et al., 2003). Bref, la combinaison des 
différentes altérations génétiques observées dans le cancer pancréatique humain à 
ce modèle animal permet l'étude de leur implication au niveau de la tumorigenèse 
(HEZEL et al., 2006). Malgré l'établissement et la reconstitution d'un modèle de 
tumorigenèse pancréatique, le taux de survie de ce cancer n'a pas été amélioré 
depuis les 40 dernières années. Donc, de nouvelles études sont nécessaires afin 
d'approfondir notre compréhension de la progression du cancer pancréatique. 
Les caractéristiques générales des cellules cancéreuses comprennent une 
perte de contrôle du cycle cellulaire, une prolifération cellulaire anarchique, des 
anomalies de la réparation de l'ADN et une résistance à l'apoptose. Ainsi, les 
mécanismes de régulation de la prolifération cellulaire et de l'apoptose seront 
discutés dans les prochaines sections. 
i i 
2. Mécanisme de régulation de la prolifération cellulaire 
2.1 Le cycle cellulaire 
Le cycle cellulaire correspond au processus au cours duquel une cellule se 
duplique en deux cellules filles identiques. Chez les cellules de mammifères, la 
progression du cycle cellulaire dure environ 24h et se sépare en 4 phases G1, S, 
G2 et M. 
Les phases G1, S et G2 occupent la majeure partie du cycle cellulaire (=23h) 
et constituent l'interphase. C'est pendant cette période qu'il y a croissance de la 
cellule et duplication du contenu cellulaire. Il peut aussi exister une phase GO, de 
quiescence, où les cellules mettent un frein à leur entrée en phase G1 et quittent le 
cycle cellulaire. L'entrée dans le cycle cellulaire s'effectue en phase G1 qui sépare 
la fin de la mitose et la phase S. Afin de se préparer à la duplication des 
chromosomes en phase S, la cellule double sa masse et son contenu protéique 
cellulaire au cours de la phase G1. Lors de la phase S, il y a synthèse d'ADN 
passant le contenu génétique de la cellule de 2n à 4n. Enfin, la phase G2 prépare 
la cellule pour la mitose par la vérification de l'ADN répliqué et par la condensation 
de la chromatine en chromosome. 
La phase M comporte deux événements majeurs : la mitose et la cytocinèse. 
Lors de la mitose, il y a division des chromosomes qui s'effectue au cours des 
; ; 
étapes de la prophase, prométaphase, metaphase, anaphase et télophase. La 
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division cytoplasmique a lieu lors de la cytocinèse et donne deux cellules filles (2n) 
marquant la fin de la phase M. 
2.1.1 Mécanisme de régulation de la progression G1/S 
La progression de la phase G1 du cycle cellulaire est finement régulée par 
l'assemblage de complexes formés de cyclines et de cdk (« Cyclin Dépendent 
Kinase ») (Figure 3). Les protéines cdk sont l'unité catalytique de ces complexes et 
leur activité nécessite la liaison aux cyclines. Comme leur nom l'indique, 
l'expression des cyclines varie au cours du cycle cellulaire régulant l'activité des 
complexes cyclines/cdk. De plus, l'activation complète de ces complexes requiert la 
phosphorylation des cdk par la kinase CAK (« Cdk Activating Kinase ») (SHERR et 
ROBERTS, 1995;1999). 
Les signaux mitogéniques (ex. hormones et facteurs de croissance) stimulent 
l'entrée dans le cycle cellulaire en influençant l'assemblage des complexes cyclines 
D/cdk. Ces signaux peuvent 1- induire l'expression et la stabilité des cyclines D, 2-
favoriser l'assemblage des complexes cyclines D/cdk et 3- promouvoir leur 
translocation au noyau (MALUMBRES et BARBACID, 2005 et SHERR et 
ROBERTS, 1999; 2004). Au début de la phase G1, les complexes cyclines D/cdk4 
et cyclines D/cdk6 activés phosphorylent les protéines de la famille du 
rétinoblastome RB (les « Pocket Protein » pRb, p107 et p130) (MALUMBRES et 
BARBACID, 2005 et SHERR et ROBERTS, 1995). Ces protéines, 
i ) i 
i i i 
lorsqu'hypophosphorylées, séquestrent et répriment les facteurs de transcription de 
la famille des E2Fs. L'hyperphosphorylation, c'est-à-dire la phosphorylation des 
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nombreux sites spécifiques aux cyclines/cdk des protéines RB, entraîne la relâche 
des protéines E2Fs. Les facteurs E2Fs libérés vont permettre la transcription ou la 
répression de leurs gènes cibles : par exemple l'expression des cyclines E et A est 
induite suite à la phosphorylation de pRb par les complexes cyclines D/cdk4-6 
(DYSON, 1998 et SHERR et ROBERTS, 1999). Ceci permet ensuite l'assemblage 
des complexes cyclines E/cdk2 qui phosphorylent et complètent 
l'hyperphosphorylation des protéines RB en fin de phase G1. Ainsi, les complexes 
cyclines E/cdk2 amplifient l'activation des facteurs E2Fs et de leurs gènes cibles 
dont plusieurs sont nécessaires à la synthèse de l'ADN et à la progression du cycle 
cellulaire (TRIMARCHI et LEES, 2002). L'hyperphosphorylation de pRb menant à 
la libération des E2Fs caractérise le point de restriction qui constitue le point de 
contrôle où la cellule progresse de façon irréversible dans le cycle cellulaire. 
2.1.2 Les inhibiteurs du cycle cellulaire 
La progression du cycle cellulaire est régulée par 1- l'assemblage des 
différents complexes cyclines/cdk, 2- la phosphorylation (par CAK) ou 
déphosphorylation (par cdc25) des cdk, mais également par 3- l'expression 
d'inhibiteurs des cdk (CKI). Il existe deux familles d'inhibiteurs du cycle cellulaire se 
distinguant au niveau du mécanisme d'inhibition. D'abord, il existe 4 membres 
représentant la famille INK4 de CKI soit p16INK4A (SERRANO, HANNON et BEACH, 
1993), p15INK4B (HANNON et BEACH, 1994), p18INK4C (GUAN et a l , 1994 et HIRAI 
et al., 1995) et p19INK4D (CHAN et a l , 1995 et HIRAI et a l , 1995). Les protéines 
INK4 empêchent l'assemblage des complexes cyclines D/cdk4-6 en liant 
directement les cdk4 et cdk6 et provoquent l'arrêt du cycle cellulaire en phase G1 
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Figure 3. Régulation de la transition G1/S du cycle cellulaire 
La progression G1/S du cycle cellulaire est régulée par l'assemblage des 
différents complexes cyclines/cdk et les inhibiteurs des familles INK4 et Cip/Kip. 
Ces protéines contrôlent l'hyperphosphorylation de pRb nécessaire pour la 
transition G1/S. La relâche et l'activation des facteurs de transcription E2Fs lorsque 
pRb est hyperphosphorylée marque le point de restriction, 
(adapté de ALBERTS et a l , 2008) 
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(SHERR et ROBERTS, 1995). D'autre part, les membres de la famille Cip/Kip ont 
une action d'inhibition plus large que les INK4 et agissent sur les complexes 
cyclines D/cdk4-6 et cyclines E/cdk2. La famille Cip/Kip (« Cdk Inhibitory Protein » 
ou « Kinase Inhibitory Protein ») comporte trois membres p21Cip1, p27Kip1 et p57Kip2 
(SHERR et ROBERTS, 1999). L'induction de l'expression de p21Cip1, p27Kip1 ou 
p57Kip2 induit l'arrêt du cycle cellulaire en G1 (EL-DEIRY et a l , 1993;1994, LEE, 
REYNISDOTTIR et MASSAGUE, 1995, MATSUOKA et a l , 1995, POLYAK et a l , 
1994 et TOYOSHIMA et HUNTER, 1994). Les protéines p21Cip1 et p27Kip1 sont 
exprimées de façon ubiquitaire alors que l'expression de p57Kip2 est restreinte à 
certains tissus suggérant un rôle spécialisé de celui-ci (SHERR et ROBERTS, 
1995). Au niveau des cellules quiescentes, l'expression de p21Cip1 est faible alors 
que celle de p27Kip1 est élevée (SHERR et ROBERTS, 1999). L'expression de 
p21Cip1 peut être contrôlée par le suppresseur de tumeur p53 en réponse aux 
dommages à l'ADN, p21 participe donc à l'arrêt en G1 induit par p53 (EL-DEIRY et 
a l , 1993;1994). Quant à la protéine p27Kip1, elle est impliquée dans l'inhibition de la 
prolifération cellulaire induite par les contacts cellule-cellule, par le TGFp et par 
l'AMPc (SHERR et ROBERTS, 1995). 
3. L'apoptose 
Le processus de mort cellulaire programmée (apoptose) est essentiel au 
développement embryonnaire, au maintien de l'homéostasie des tissus de 
l'organisme et à l'élimination des^  cellules endommagées. L'apoptose, la principal^ 
forme de mort cellulaire, implique une cascade de signalisation bien précise et 
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finement régulée. Les caractéristiques morphologiques et biochimiques associées 
à une cellule apoptotique comprennent la déformation membranaire, la 
condensation du cytoplasme, la réduction du volume cellulaire, la condensation de 
la chromatine et la fragmentation internucléosomique de l'ADN (BLANK et SHILOH, 
2007 et KERR, 1972). La figure 4A illustre le processus apoptotique qui se divise 
en deux principales étapes, d'abord une phase d'initiation suivie de la seconde, la 
phase effectrice. L'étape initiatrice consiste en l'intégration de signaux pro-
apoptotiques provenant de ligands extracellulaires (voie extrinsèque) ou de stress 
intracellulaires comme des dommages à l'ADN ou la carence en facteurs de 
croissance (voie intrinsèque). Contrairement à la voie extrinsèque qui consiste en 
la liaison de ligands extracellulaires à des récepteurs transmembranaires de la 
superfamille du TNF (« Tumor Necrosis Factor »), l'initiation de l'apoptose par la 
voie intrinsèque implique l'établissement d'une plateforme protéique d'activation 
(apoptosome) et la perméabilisation de la mitochondrie sous le contrôle exercé par 
les protéines de la famille des homologues BCL-2. Néanmoins, l'initiation de ces 
deux voies conduit à une étape effectrice déterminée, dans les deux cas, par 
l'activation de protéases : les caspases (« Cysteine-dependent Aspartate-specific 
Protease »). 
3.1 Les caspases 
Les caspases sont responsables de la transmission des signaux pro-
apoptotiques et de l'établissement des changements biologiques associés à 
l'apoptose. Ces protéases possèdent un domaine catalytique conservé et se 
retrouvent normalement sous forme de pro-enzymes inactives. Les caspases se 
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séparent en trois classes, celles associées à l'inflammation (1, 4 et 5), les initiatrices 
(2, 8, 9 et 10) et les effectrices (3, 6 et 7) (FUENTES-PRIOR et SALVESEN, 2004). 
La présence de domaines d'interaction CARD (« çaspase-recruitment domain ») ou 
DED (« death effector domain ») dans la longue région N-terminale des caspases 1, 
2, 4, 5, 9 et 8, 10 les distingue des caspases effectrices aux courtes extrémités N-
terminales. 
3.1.1 Les caspases initiatrices 
D'une part, l'activation dé la caspase 9 impliquant son domaine CARD en N-
terminale représente un élément majeur de la cascade de signalisation de la voie 
intrinsèque . Les pro-caspases 9 se retrouvent sous forme de monomères inactifs, 
alors que la forme active de la caspase 9 est un homodimère. En effet, l'ajout de 
sels kosmotropes in vitro entraîne l'homodimérisation de la caspase 9 et mène à 
son activation (BOATRIGHT et a l , 2003). De plus, la mutation des sites de clivage 
protéolytique situés entre les sous-unités du domaine catalytique de la caspase 9 
démontre que le clivage n'est pas requis pour son activité (STEINNICKE et a l , 
1999). Donc, la caspase 9 (et les autres caspases initiatrices) est activée par son 
homodimérisation (RIEDL et SALVESEN, 2007). Un élément clé de l'activation de 
la caspase 9 est la génération de la plateforme d'activation (apoptosome) 
composée du cytochrome C, d'Apaf-1 et de la pro-caspase 9 (Figure 4A). 
L'apoptosome amplifie l'activation de la caspase 9 en recrutant les pro-caspases 9 
et favorise ainsi leur proximité et leur dimérisation (RIELD et SALVASEN, 2007). La 
formation de l'apoptosome s'initie lors de la relâche dans le cytosol du cytochrome 
C normalement localisé dans l'espace intermembranaire de la mitochondrie. Cette 
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libération du cytochrome C dépend de la perméabilité des membranes 
mitochondriales régulée par les protéines de la famille des homologues BCL-2 (Voir 
la section 3.2 de l'introduction). Le cofacteur cytosolique Apaf-1, normalement sous 
forme de monomère, détecte et lie le cytochrome C relâché ce qui induit 
l'oligomérisation d'Apaf-1, seulement lorsque de l'ATP (ou dATP) est présent. 
L'oligomère composé de sept molécules d'Apaf-1 chacune liée à un cytochrome C 
s'organise en forme de roue. Une fois formée, cette structure permet la liaison des 
pro-caspases 9 aux domaines CARD en N-terminale d'Apaf-1 et constitue 
l'apoptosome (RIEDL et SALVESEN, 2007). Enfin, les caspases 9 activent les 
caspases effectrices, étape commune des voies intrinsèque et extrinsèque (détaillé 
à la section 3.1.2). 
Les caspases initiatrices 8 et 10 jouent quant à elles un rôle dans la cascade 
de signalisation de la voie extrinsèque par leurs domaines spécifiques DED (Figure 
4A). La liaison de ligands extracellulaires (ex. FasL, TRAIL, TNFa) aux récepteurs 
de la superfamille du TNF (ex. Fas, TRAIL-R1, TNF-R1) permet le recrutement de 
protéines adaptatrices cytosoliques (ex. FADD, TRADD). Le recrutement de ces 
protéines s'effectue par l'interaction homotypique de leurs domaines DD (« death 
domain ») avec les domaines intracellulaires DD des récepteurs TNFR. Par la 
suite, les domaines DED en N-terminale des pro-caspases 8 (ou 10) lient les 
domaines DED des protéines adaptatrices. Ce complexe ligand-récepteur-protéine 
adaptatrice-caspase (ex. FasL-Fas-FADD-caspase8) forme la plateforme 
d'activation DISC (« death-inducing signaling complex ») (ASHE et BERRY, 2003). 
Le recrutement des caspases 8 au niveau du DISC favorise leur proximité et permet 
leur activation par dimérisation (RIEDL et SALVESEN, 2007). La maturation par 
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autoclivage protéolytique de la caspase 8 stabilise son domaine catalytique (tout 
comme pour la caspase 9) mais ne serait pas requise pour son activation (POP et 
SALVESEN, 2009 et POP et al, 2007). Généralement, l'activation des caspases 8 
mène au clivage et à l'activation directe des caspases effectrices menant à la mort 
de la cellule. En revanche, sous certaines conditions, les caspases 8 activées 
clivent l'homologue BCL-2 BID (Voir la section 3.2) et mènent à l'induction de la 
voie intrinsèque (Figure 4A) (YOULE et STRASSER, 2008). Toutefois, l'activation 
des TNFR peut aussi mener à l'activation de la voie NFKB et, de façon transitoire, 
des voies MAPK, JNK et p38, favorisant la survie cellulaire (BAUD et KARIN, 2001 
et GUICCIARDI et GORES, 2009). 
3.1.2 Les caspases effectrices 
Les caspases de cette classe (3, 6 et 7) possèdent une courte région N-
terminale particulière par l'absence de domaines d'interaction DED ou CARD. Elles 
se retrouvent sous forme d'homodimères inactifs et leur activation nécessite le 
clivage de la région séparant les sous-unités du domaine catalytique. Les caspases 
effectrices clivent préférentiellement la séquence peptidique DEV(D/G) mais 
également avec faible efficacité la séquence WEH(D/G) (POP et SALVASEN, 
2009). La protéine kinase ATM (« ataxia-telangiectasia mutated »), la sous-unité 
catalytique de la protéine kinase dépendante de l'ADN (DNA-PK), les recombinases 
Rad51 et Rad9, la poly(ADP)-ribose polymerase (PARP), la composante de 70kDa 
de la ribonucléoprotéine-U1 (U1-70K), pRb, l'actine, lagelsolin, la fodrin, les 
lamines, NuMA (« nuclear mitotic appartus protein »), ACINUS (« apoptotic 
çhromatin condensation inducer in the nucleus ») et ICAD/DFF45 (« inhibitor of 
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caspase-activated DNAse ») sont tous des substrats des caspases (BLANK et 
SHILOH, 2007 et COHEN, 1997). Les fonctions de ces substrats (réparation des 
dommages à l'ADN, épissage de l'ARNm, régulation du cycle cellulaire et du 
cytosquelette, maintien de l'intégrité du noyau et de la cellule) sont abolies suite au 
clivage par les caspases. Donc, l'inactivation de ces substrats conduit la cellule 
vers la mort programmée inévitable. 
3.2 Les homologues BCL-2 
Les protéines de la famille des homologues BCL-2 contrôlent l'induction de 
l'apoptose en réponse aux stress intracellulaires (voie intrinsèque). Ces protéines 
se séparent en trois sous-familles selon les domaines d'homologie BCL-2 (BH) 
conservés: la famille BCL-2 (BCL-2, BCL-XL, MCL1, BCL-W, A1), la famille Bax 
(BAX, BAK et BOK) et la famille BH3 (BIM, BIK, BAD, BMF, NOXA, PUMA) (Figure 
4B). Les membres de la famille BCL-2 ont un rôle anti-apoptotique alors que les 
deux autres familles (BAX et BH3) ont un rôle pro-apoptotique (CORY et ADAMS, 
2002). Les membres de la famille BCL-2 comprennent les 4 domaines BH (1-4) et 
un domaine hydrophobe en C-terminale favorisant leurs associations aux 
membranes de la mitochondrie, du réticulum endoplasmique et de l'enveloppe 
nucléaire. Les domaines BH3-BH1-BH2 des homologues BCL-2 forment une poche 
hydrophobe permettant la liaison d'un membre de la famille BH3. Cette interaction 
d'un homologue BCL-2 avec le domaine BH3 d'un membre de la famille BH3 est 
nécessaire pour leur fonction anti-apoptotique (CORY et ADAMS, 2002 et 
i i 
SATTLER et a l , 1997). Donc, les homologues BCL-2 anti-apoptotiques 
séquestrent et empêchent l'activité des homologues pro-apoptotiques liés. Le 
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domaine BH3 est suffisant pour induire la mort cellulaire, cependant la présence de 
membres des familles BAX et BH3 est essentielle. À cet égard, la délétion de BAX 
et de BAK dans les fibroblastes d'embryon de souris (bax^bak"'") empêche 
l'apoptose induite par l'ajout de BAD ou de BIM constitutif actif (ZONG et a l , 2001). 
Les protéines BAX et BAK sont primordiales dans l'établissement de la perméabilité 
de la membrane externe de la mitochondrie menant à l'activation des caspases 
(YOULE et STRASSER, 2008). Ainsi, la régulation de BAX et de BAK par 
l'interaction entre les homologues des familles BCL-2 et BH3 contrôlerait l'induction 
de l'apoptose (Figure 4A). Plusieurs évidences confirment le rôle des homologues 
BCL-2 comme élément de contrôle de l'apoptose. D'abord, la délétion de certains 
homologues BCL-2 anti-apoptotiques dans les souris est létale : BCL-XL (E14), 
MCL-1 (défaut d'implantation) ou BCL-2 (6 semaines). Ces observations sont 
attribuables à la mort anormale de différents types cellulaires, ce qui suggère que 
les membres de la famille BCL-2 sont déterminants dans la survie cellulaire 
(YOULE et STRASSER, 2008). De plus, la surexpression de BCL-2 est capable 
d'inhiber l'apoptose, par ex. la mort des cellules neuronales induite par la privation 
en NGF, alors que sa suppression l'accélère (REED, 1994). La délétion d'un seul 
allèle de BIM dans les souris BCL-2_/" renverse la défaillance rénale causée par la 
perte de BCL-2 démontrant l'importance du ratio des membres BH3 versus BCL-2 
(BOUILLET et a l , 2001). Donc, l'équilibre entre l'expression des memb/es des 
familles BCL-2 et BH3 serait décisif pour l'induction de l'apoptose par la voie 
intrinsèque. 
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Figure 4. Mécanismes de régulation du processus apoptotique 
A. Schéma général de l'induction de l'apoptose via les voies intrinsèque et 
extrinsèque (adapté de YOULE et STRASSER, 2008) B. La caractérisation et 
classification des homologues BCL-2 anti- et pro-apoptotiques en trois familles : la 
famille BCL-2, la famille BAX et la famille BH3 (adapté de CORY et ADAMS, 2002) 
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D'une part, la balance entre les homologues BCL-2 anti- et pro-apoptotiques 
dépend de leur niveau d'expression protéique. Les stimuli pro-apoptotiques 
peuvent induire entre autres l'expression de NOXA et PUMA par p53 (NAKANO et 
VOUSDEN, 2001 et ODA et al., 2000) ou de BIM via FOX03A ou CEBPa 
(DIJKERS et al., 2000 et PUTHALAKATH et al., 2007). D'autre part, un signal anti-
apoptotique peut induire l'expression de BCL-XL par la voie JAK-STAT, alors que 
certains signaux pro-apoptotiques mènent à la dégradation de MCL-1 (CUCONATI 
et al., 2003 et GRAD, ZENG et BOISE, 2000). D'autres modes de régulation 
peuvent également influencer les homologues BCL-2 comme l'induction du 
changement de conformation, par exemple de BAX, BAK et de BCL-2. Ces 
changements induisent la translocation de BAX du cytosol vers la membrane 
externe de la mitochondrie où se retrouve BAK ce qui permet son oligomérisation et 
la relâche du cytochrome C (YOULE et STRASSER, 2008). Parallèlement, la 
séquestration des protéines BMF et BIM, respectivement au cytosquelette d'actine 
et aux microtubules, les maintiendraient sous forme inactive (CORY et ADAMS, 
2002). La relâche de BIM des microtubules permet son interaction avec BCL-2 
pour exercer son activité pro-apoptotique (PUTHALAKATH et al., 1999). De plus, la 
phosphorylation ERK-dépendante de BIM mène à sa dégradation, donc sa 
déphosphorylation favorise son activité (LEY, ERWING et COOK, 2005). De façon 
similaire à BIM, l'homologue BAD déphosphorylé se libère de la protéine 
d'échafaudage 14-3-3, ce qui permet son activation. Enfin, l'activation de la voie 
extrinsèque peut mener au clivage protéolytique et à l'activation de BID par la 
caspase 8. La forme clivée et active de BID (tBID) induit la voie intrinsèque 
i i i 
établissant un lien entre ces deux voies d'apoptose (CORY et ADAMS, 2002). 
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3.3. Autres facteurs de régulation de l'induction de l'apoptose 
Les protéines IAP (inhibiteur d'apoptose) constituent un autre point de 
contrôle important de l'induction de l'apoptose. Il est proposé que les protéines c-
IAP1, C-IAP2 et XIAP inhiberaient directement certaines caspases. L'étude de la 
protéine XIAP a montré que son inhibition de la caspase 9 implique un domaine 
différent que celui qui permet l'inhibition des caspases 3 et 7 (POP et SALVESEN, 
2009 et SALVESEN et DUCKETT, 2002). Un autre mécanisme de régulation par 
les IAP impliquerait l'activité E3 ubiquitine ligase de leur domaine RING pour diriger 
différentes protéines vers la dégradation (FUENTES-PRIOR et SALVESEN, 2004). 
D'autre part, le rôle joué par la mitochondrie dans l'apoptose ne se limite pas 
seulement à la relâche du cytochrome C impliqué dans la formation de 
l'apoptosome, plusieurs autres facteurs de la mitochondrie sont libérés dans le 
cytosol et sont impliqués au niveau de l'apoptose. Les protéines Diablo/Smac et 
Omi/HtrA2 libérées lient et agissent comme antagonistes des IAP. La protéine de 
57kDa AIF («Apoptosis Inducing Factor») relâchée se retrouve dans le cytosol 
mais également au noyau où elle induit la condensation de la chromatine et la 
fragmentation de l'ADN, alors que l'endonuclease G transfère vers le noyau et 
participe à la fragmentation internucléosomale de l'ADN (CORY et ADAMS, 2002 et 
RAVAGNAN, ROUMIER et KROEMER, 2002). 
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3.4. Les principales voies de signalisation affectant la survie cellulaire et 
l'apoptose 
L'activation du processus de mort cellulaire programmée, décrit 
précédemment, repose sur la modulation de différentes voies de signalisation 
associées à la survie cellulaire et à l'apoptose, dont les voies MAPK et PI3K/AKT. 
Dans plus de 95% des cas de cancer pancréatique, l'oncogène KRAS est muté, ce 
qui résulte en l'activation constitutive de ses effecteurs qui peut mener à l'activation 
des voies Raf/MAPK et PI3K (MAITRA et HRUBAN, 2008). 
D'une part, le devenir de la cellule est influencé par les membres de la famille 
des MAPK (« Mitogen-Activated Protein Kinases »). Les MAPK possèdent une 
cascade d'activation commune comportant 3 modules : l'activation 1- d'une 
sérine/thréonine kinase (MAPKKK), 2- d'une kinase à double spécificité 
sérine/thréonine et tyrosine (MAPKK) et 3- d'une autre sérine/thréonine kinase 
(MAPK) (Figure 5A). D'abord, les membres de la famille MAPK, ERK1/2 
(« Extracellular signal-Regulated Kinase »), s'activent en réponse aux mitogènes 
(facteurs de croissance et hormones). L'activation soutenue des ERK dans les 
cellules épithéliales permet l'entrée dans le cycle cellulaire (DHILLON et al., 2007). 
La figure 5A illustre la voie Raf-MEK1/2-ERK1/2, activée par la protéine G Ras, qui 
peut jouer un rôle anti-apoptotique. D'une part, les ERK inactivent les complexes 
TSC1/TSC2 via la phosphorylation de TSC2 (ROUX et al., 2004 et MA et al., 2005) 
et phosphorylent les MNK, qui à leur tour phosphorylent elF4E (WASKIEWICZ et 
/al., 1999), ce qui favorise la synthèse protéique. D'autre part, l'activation des 
facteurs de transcription Elk-1 (GILLE et al., 1995) et ceux de la famille FOS 
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(notamment c-fos et fra-1) par les ERK induit l'expression de la cycline D1 (BROWN 
et al., 1998, CHEN, ABATE et BLENIS, 1993, LAVOIE et al., 1996 et OKAZAKI et 
SAGARA, 1995). La stabilisation de c-myc via sa phosphorylation ERK-dépendante 
induit également l'expression de la cycline D1 et régule d'autres protéines du cycle 
cellulaire (cycline D2, p21c,p1, cdc25A) (CHAMBARD et al., 2006, MELOCHE et 
POUYSSÉGUR, 2007 et SEARS et al., 2000). L'inhibition de la voie MEK/ERK 
entraîne une augmentation de p27Kip1 et inhibe la prolifération des cellules 
pancréatiques tumorales (BOUCHER et al., 2000 et GYSIN et al, 2005). Ainsi, 
l'activation des ERK favorise la prolifération cellulaire, mais elle protège également 
de l'apoptose (XIA et al., 1995). En effet, la voie MEK/ERK dans les cellules 
pancréatiques tumorales humaines favorise la survie cellulaire en régulant les 
homologues BCL-2, BCL-XL et MCL-1 (BOUCHER et al., 2000). 
Contrairement aux ERK, les membres p38 MAPK et p46/55 JNK/SAPK (« c-
Jun N-terminal Kinases/Stress-Activated Protein Kinases ») sont activés par les 
stress environnementaux et les cytokines (Figure 5A). La famille des p38 MAPK 
comprend 4 isoformes p38 a, p, ô et y qui sont encodés par 4 gènes différents. 
L'expression de p38a est abondante, contrairement à celle de p38p, p38ô et p38y. 
Les cibles des p38 MAPK incluent les facteurs de transcription p53, ATF2, Elk1, 
C/EBPp et les protéines MSK1 et MK2 (WAGNER et NEBREDA, 2009). Les p38 
MAPK sont activées spécifiquement par les MKK3 et MKK6 (MAPKK) qui sont elles 
mêmes activées par les MAPKKK (notamment MEKK4, ASK1 et TAK1). 
Lorsqu'activées, les p38 peuvent mener à l'activation des facteurs de transcriptipn 
/ / 
ATF2, Sap1, Elk-1, MEF2 et p53 (ONO et HAN, 2000). Ces p38 MAPK peuvent 
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jouer un rôle au niveau de l'apoptose où par exemple elles coopèrent avec les JNK 
dans l'activation de la transcription d'AP1 ayant comme cibles FasL et BIM 
(SHANLIAN et KARIN, 2001, WAGNER et NEBREDA, 2009 et ZARUBIN et HAN, 
2005). Plusieurs stimuli peuvent activer simultanément les membres des deux 
familles MAPK p38 et JNK. Les membres de la famille des JNK sont encodés par 
trois gènes et l'expression protéique de JNK1/2 est ubiquitaire alors que celle de 
JNK3 se limite à quelques tissus (DAVIS, 2000). De nombreuses MAPKKK, dont 
les MEKK (1-4), les MLK, TAK1 et TPL2, activent les JNK via l'activation des 
MAPKK, MKK4/SEK1 et MKK7. La MKK7 est principalement activée par les 
cytokines, alors que les stress environnementaux activent la MKK4 (DAVIS, 2000). 
La MKK4 a la particularité de pouvoir activer les JNK et dans certaines conditions, 
les p38 MAPK. Les JNK peuvent lier et phosphoryler c-Jun sur les résidus Ser63 et 
Ser73 ce qui augmente son activité transcriptionnelle (ADLER et al., 1992; HIBI et 
al., 1993 et PULVERER et al., 1991). Également, ils favorisent l'apoptose par la 
phosphorylation 1- des facteurs de transcription JunB, JunD et ATF2 augmentant 
l'activité transcriptionnelle d'AP1 et 2- des homologues BCL-2 et BCL-XL inhibant 
leurs fonctions anti-apoptotiques. Au niveau du pancréas, il a été observé que 
l'inhibition de la voie p38 MAPK favorise la prolifération des cellules pancréatiques 
tumorales humaines PANC-1 (DING et ADRIEN, 2001). Quant à la voie JNK, une 
plus forte activité des JNK dans des tissus de cancer pancréatique par rapport aux 
tissus de pancréas normaux adjacents, ce qui pourrait favoriser la survie cellulaire, 
a été suggérée (HIRANO et al., 2002). Par contre, une activation de la voie JNK est 
observée lors de l'apoptose induite par un traitement avec l'actinomycin D de 
/ / 
cellules pancréatiques cancéreuses (KLEEFF et al., 2000). L'activation de la voie 
JNK corrèle avec différents modèles d'induction de l'apoptose, mais semble 
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également pouvoir favoriser la survie des cellules pancréatiques tumorales. Donc, 
l'activité des JNK semble jouer un rôle pro-apoptotique ou pro-survie selon le 
contexte cellulaire dans les cellules pancréatiques tumorales. 
Une autre voie de signalisation importante et fréquemment altérée au niveau 
du cancer est celle de la PI3K qui favorise la prolifération et la survie cellulaire. La 
figure 5B représente les divers signaux induits suite à l'activation de cette voie par 
les récepteurs à activité tyrosine kinase (ex. récepteurs à l'insuline) ou les 
récepteurs couplés aux protéines G (ENGELMAN, LUO et CANTLEY, 2006). 
L'événement clé de la signalisation PI3K est l'activation de la protéine AKT, 
principal effecteur de cette voie. D'abord, la protéine AKT activée peut 
phosphoryler les facteurs de transcription FOXO qui lorsque phosphorylés 
interagissent avec la protéine 14-3-3. Cette interaction entraîne leur localisation 
cytoplasmique diminuant l'activation transcriptionnelle de leurs cibles FasL, BIM et 
PUMA (BRUNET et al., 1999, KOPS et BURGERING, 1999 et YOU et al., 2006). 
L'activation de la protéine AKT diminue aussi la répression du cycle cellulaire par 
les protéines p21Cip1, p27Kip1 et RBL2 (Rétinoblastoma-like 2) (BURGERING et 
MEDEMA, 2003 et MADDIKA et al., 2007). De plus, AKT phosphoryle et inhibe les 
GSK3 ce qui favorise la stabilité de la cycline D1 et de c-Myc (DIEHL et al., 1998, 
GREGORY, Ql et HANN, 2003 et VIVANCO et SAWYERS, 2002). La protéine AKT 
peut également favoriser la 
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Figure 5. Principales voies de signalisation associées à la survie cellulaire et à 
l'apoptose 
A. Les voies de signalisation de la famille des MAPK : ERK, p38 MAPK et 
JNK (adapté de WADA et PENNINGER, 2004) B. Voie de signalisation de la PI3K 
(adapté de VIVANCO et SAWYERS, 2002) 
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survie cellulaire en phosphorylant les protéines BAD (DATTA et al., 1997), caspase 
9 (CARDONE et al., 1998), MDM2 (MAYO et DONNER, 2001) et IKK 
(ROMASHKOVA et MAKAROV, 1999). La phosphorylation de BAD inhibe son 
interaction avec les homologues BCL-2 anti-apoptotiques par sa liaison à 14-3-3, 
tandis que la phosphorylation de la caspase 9 par Akt inhibe son activité 
proteolytique. La phosphorylation de MDM2 mène à la dégradation de p53. Quant 
à la phosphorylation d'IKK, elle permet l'activation de la voie NFKB associée à la 
survie cellulaire. Enfin, la voie de la PI3K favorise la prolifération et la survie 
cellulaire, mais influence également d'autres fonctions cellulaires dont la synthèse 
protéique via la phosphorylation de mTOR par AKT (VIVANCO et SAWYERS, 
2002). 
Cette voie est fréquemment altérée au niveau du cancer, par exemple dans 
les adénocarcinomes pancréatiques où l'activation de la signalisation PI3K/AKT est 
favorisée par la mutation de KRAS (dans 95% des cas) ou par l'amplification de 
AKT2 (10-20% des cas) (CHENG et al., 1996 et MAITRA et HRUBAN, 2008). Il a 
été observé que le traitement avec l'inhibiteur de la voie PI3K/AKT, le LY294002, 
inhibe la prolifération de cellules pancréatiques tumorales humaines (TAKEDA et 
al., 2004). Takeda et al. n'ont pas observé d'augmentation de l'apoptose suite au 
traitement des cellules au LY294002, alors qu'une autre étude a montré que le 
LY294002 peut induire l'apoptose de certaines cellules pancréatiques tumorales 
(BONDAR et al., 2002). Donc, l'effet de la voie PI3K/AKT sur la survie des cellules 
pancréatiques tumorales reste à être clarifié. 
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4. Les Glycogène Synthase Kinases 3 
4.1 Caractérisation et fonctions 
Les GSK3 sont des sérine/thréonine kinases initialement découvertes en 
1980 pour leurs implications dans le métabolisme du glycogène. Depuis leur 
découverte, ces kinases sont reconnues pour jouer un rôle dans la régulation de 
diverses fonctions cellulaires telles que l'apoptose, la prolifération et la 
différenciation cellulaire. Chez les mammifères, deux isoformes, GSK3a et GSK3(3, 
sont encodés par deux gènes distincts localisés aux loci 19q13.2 et 3q13.3 
respectivement. Les deux isoformes de GSK3 sont fortement similaires au niveau 
de leur séquence, particulièrement dans le domaine catalytique (97% d'homologie) 
et au niveau de leurs fonctions (ALI, HOEFLICH et WOODGETT, 2001). Toutefois, 
la présence d'une région riche en glycine en extrémité N-terminale de GSK3a 
(51kDa) diffère cet isoforme de GSK3p (47kDa) (DOBLE et WOODGETT, 2003). 
Malgré leur forte homologie, les deux isoformes ne sont pas complètement 
redondants dans leurs fonctions. Effectivement, l'activité de GSK3oc ne compense 
pas la perte de fonction de GSK3F3 lors de sa délétion homozygote chez la souris 
qui induit la mort embryonnaire au jour E13,5 (HOEFLICH et al., 2000). Les GSK3 
reconnaissent leurs cibles via la séquence suivante, Ser/Thr-X-X-X-Ser/Thr (X 
représente n'importe quel acide aminé) et phosphorylent sur le résidu Ser/Thr en N-
terminale. La majorité des substrats des GSK3 requiert la phosphorylation initiale 
de la serine ou thréonine située en C-terminale, même si celle-ci n'est pas 
obligatoire pour toutes ses cibles (ALI, HOEFLICH et WOODGETT, 2001 et 
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COHEN et FRAME, 2001). Cette particularité de certains substrats à être 
initialement phosphorylée peut influencer leur affinité à être phosphorylée par les 
GSK3 (JOPE et JOHNSON, 2004). Enfin, les GSK3 sont majoritairement 
cytosoliques, néanmoins des fractions présentant une forte activité sont observées 
dans les mitochondries et le noyau (BIJUR et JOPE, 2003). 
La première fonction de l'activité des GSK3 découverte est l'inhibition de la 
synthèse du glycogène par la phosphorylation et l'inactivation de la glycogène 
synthase (EMBI, RYLATT et COHEN, 1980). Les GSK3 peuvent également inhiber 
la synthèse protéique en phosphorylant elF2B, ce qui inhibe son activité nécessaire 
à l'initiation de la traduction (SINGH et WAHBA, 1996 et WELSH et PROUD, 1993). 
Les GSK3 ont aussi plusieurs cibles impliquées au niveau de la prolifération 
cellulaire, entre autres la cycline D1 (DIEHL et al., 1998) et c-Myc (PULVERER et 
al., 1994 et SEARS et al., 2000), dont la phosphorylation par les GSK3 entraîne leur 
dégradation, alors que la phosphorylation GSK3-dépendante de p21Cip1 augmente 
sa stabilité (RÔSSIG et al., 2002). De nombreux substrats des GSK3 sont aussi 
impliqués au niveau de la voie des Wnt, notamment la p-caténine (YOST et al., 
1996), l'axine (IKEDA et al., 1998, JHO, LOMVARDAS et COSTANTINI, 1999 et 
YAMAMOTO et al., 1999) et APC (RUBINFELD et al., 1996). Ainsi, l'inactivation 
des GSK3 par l'activation des voies des Wnt et de la PI3K/AKT pourrait favoriser la 
prolifération cellulaire (GRIMES et JOPE, 2001). De plus, l'activité des GSK3 
pourrait également moduler négativement la survie cellulaire via les facteurs de 
transcription c-Jun (BOYLE et al., 1991), CREB (FIOL et al., 1994), HSF1 (CHU et 
al., 1996), NFkB/p105 (DEMARCHI et al., 2003) et en favorisant l'activité pro-
apoptotique de p53 (WATCHARASIT et al., 2003). 
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La phosphorylation par les GSK3 de la majorité de ses substrats, qui sont 
entre autres impliqués dans la prolifération cellulaire, a la particularité d'entraîner 
leur dégradation. De plus, une induction de l'apoptose par la surexpression de 
GSK3P a été observée dans les cellules PC12 et dans des fibroblastes de rat (PAP 
et COOPER, 1998). Ceci contraste avec la nécessité de l'activité des GSK3 dans 
la survie cellulaire démontrée par la mort embryonnaire, causée principalement par 
l'apoptose massive des hépatocytes due à une hypersensibilité au TNFa, des souris 
ayant la délétion de GSK3p (HOEFLICH et al., 2000). Un rôle protecteur de 
l'activité des GSK3 dans l'apoptose induite par Fas, le TNF-oc et TRAIL a également 
été observé (BEUREL et JOPE, 2006, HOEFLICH et al., 2000, LIAO et al., 2003 et 
SONG, ZHOU et JOPE, 2004). Bref, l'activité des GSK3 est impliquée dans une 
multitude de fonctions cellulaires et leur régulation, via différentes voies de 
signalisation, est cruciale pour le maintien de l'homéostasie cellulaire. 
4.2 Les mécanismes de régulation des GSK3 
Plusieurs mécanismes de régulation des GSK3 sont nécessaires afin 
d'assurer un bon fonctionnement de ces protéines à multiples substrats et à 
maintes fonctions cellulaires. Les GSK3 sont constitutivement actives et elles sont 
inactivées par différentes voies de signalisation, les deux principales étant la voie 
de l'insuline (PI3K/AKT) et la voie des Wnt. 
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4.2.1 Mécanisme de régulation par phosphorylation des GSK3 
L'implication des GSK3 dans la signalisation de l'insuline a été démontrée 
par l'inhibition de l'activité des GSK3 suite au traitement de cellules ovariennes de 
hamster chinois CHO.T avec de l'insuline (WELSH et PROUD, 1993). L'inhibition 
des GSK3 par l'insuline s'effectue via la phosphorylation inhibitrice des serines 21 
et 9 respectivement des GSK3a et GSK3P par la protéine kinase PKB/AKT 
(CROSS et al., 1995). Sommairement, la signalisation débute par la liaison de 
l'insuline à son récepteur à activité tyrosine kinase (RTK) qui s'active par 
autophosphorylation. Les protéines IRS1 et IRS2 (« Insulin Receptor Substrate ») 
sont ensuite recrutées à la membrane plasmique par la liaison de leur domaine PTB 
à une tyrosine phosphorylée du récepteur à l'insuline. Celles-ci sont ensuite 
phosphorylées par le récepteur à l'insuline, ce qui permet le recrutement de la sous-
unité p85 de la PI3K (Phosphatidylinositol 3-kinase) via ses domaines SH2. Par la 
suite, la PI3K recrutée à la membrane plasmique transforme le PIP2 en PIP3 
recrutant les kinases PDK1 et PKB/AKT. Enfin, la PDK1 phosphoryle et active la 
kinase PKB/AKT qui peut à son tour phosphoryler et inactiver les GSK3 (Figure 6A) 
(COHEN et FRAME, 2001). 
Bref, les GSK3 sont constitutivement actives et sont inactivées via la 
phosphorylation de leur serine 21a/9p par la protéine AKT. La PKA, PKC et p90Rsk 
peuvent également phosphoryler les GSK3 sur ces résidus pour l'inactiver (JOPE et 
; JOHNSON, 2004). De plus, les résidus Tyr 279 de GSK3a et Tyr 216 de GSK3p,, 
/ y / 
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lorsque phosphorylés, favoriseraient l'activité maximale des GSK3 (HUGHES et al., 
1993 et JOPE et JOHNSON, 2004). 
4.2.2 Mécanisme de régulation par interaction protéique des GSK3 dans la 
signalisation des Wnt 
La voie de signalisation Wnt/p-caténine est primordiale pour le 
développement embryonnaire et est fréquemment altérée dans la tumorigenèse. 
En absence de ligands Wnt, les GSK3 se retrouvent dans le complexe de 
destruction composé des protéines APC (« Adenomatous Polyposis Coli »), Axine 
et p-caténine (Figure 6B). La phosphorylation par GSK3 de l'axine la stabilise 
(YAMAMOTO et al., 1999), alors que la phosphorylation par GSK3 d'APC favorise 
sa liaison à la p-caténine (RUBINFELD et al., 1996). Les GSK3 peuvent alors 
phosphoryler la p-caténine ce qui la cible pour l'ubiquitination et la dégradation 
subséquente via Slimb/pTrCP. Donc, les GSK3 maintiennent un faible niveau de p-
caténine cytoplasmique en l'absence de ligands Wnt (COHEN et FRAME, 2001 et 
DOBLE et WOODGETT, 2003). 
L'activation de la signalisation par la liaison d'un ligand Wnt au récepteur 
Frizzled entraîne la dissociation du complexe GSK3, axine, APC et p-caténine 
(Figure 6B). La dissociation de l'axine et de GSK3 implique les protéines DVL 
(« Dishevelled ») et FRAT (« frequently rearranged in advanced T-cell 
lymphomas ») (Li et al., 1999). L'interaction de FRAT1 avec les GSK3 bloque leur 
liaison avec l'axine. Par conséquent, FRAT1 agit comme inhibiteur endogène des 
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GSK3 et empêche la phosphorylation de l'axine et de la p-caténine par les GSK3 
(THOMAS et al., 1999). L'inhibition de l'activité des GSK3 par les Wnt mène à 
l'accumulation cytoplasmique et à la translocation nucléaire de la p-caténine. Une 
fois au noyau, la p-caténine active la transcription de ses gènes cibles via les 
facteurs de transcriptions TCF/LEF (« T-cell Factor/Lymphoid-enhancer Factor »), 
incluant la cycline D1 et c-Myc (ALI, HOEFLICH et WOODGETT, 2001, COHEN et 
FRAME, 2001 et KLAUS et BIRCHMEIER, 2008). 
En fait, l'inhibition de l'activité des GSK3 par la voie Wnt n'implique pas la 
phosphorylation sur Ser 21/9. À cet égard, des souris (GSK3a21A/21Ap9A/9A) 
possédant la mutation homozygote des serines 21/9 de GSK3 a et p 
respectivement en alanine ont été générées. Puisque l'alanine ne peut pas être 
phosphorylée, ces mutations empêchent la régulation des GSK3 par la 
phosphorylation inhibitrice des Ser 21/9. Ces souris se développent normalement 
et sont viables, alors que l'inhibition des Wnt mène à d'importants défauts de 
développement (KLAUS et BIRCHMEIER, 2008) suggérant que l'inhibition des 
GSK3 par la voie Wnt est toujours possible dans les souris GSK3a21A/21Ap9A/9A. 
Pour appuyer cela, il a été démontré que le traitement avec du Wnt3a de cellules 
souches embryonnaires issues des souris GSK3a21A/21Ap9A/9A 1) inhibe la 
phosphorylation GSK3-dépendante de la p-caténine, 2) augmente l'expression 
totale de la p-caténine et 3) induit une activité transcriptionnelle p-caténine-
dépendante à des niveaux similaires observés chez les celulles souches 
1
 d'embryons de type sauvage (MCMANUS et âl., 2005). Ces résultats suggèrent 
l'existence de différentes populations de GSK3. À cet égard, il a été observé que le 
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Figure 6. Mécanismes de régulation des GSK3 
A. Régulation des GSK3 par la phosphorylation inhibitrice dans la voie de 
l'insuline B. Régulation des GSK3 par interactions protéiques dans la voie des Wnt. 
(adapté de COHEN et FRAME, 2001) 
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traitement aux Wnt n'induit pas la phosphorylation des Ser21/9 des GSK3 (DING, 
CHEN et MCCORMICK, 2000). L'insuline inhibe seulement 40% de l'activité des 
GSK3 dans les muscles isolés des souris de type sauvage (MCMANUS et al., 
2005). Une diminution similaire d'environ 40% de l'activité de GSK3p par l'inhibition 
via Wnt ou l'insuline a été observée dans les cellules HEK293 (DING, CHEN et 
MCCORMICK, 2000). Donc, l'inhibition des GSK3 par les Wnt est indépendante du 
mécanisme de régulation par la phosphorylation de leur Ser21/9. L'insuline 
n'entraîne pas la phosphorylation sur Ser21/9 des GSK3 associées à l'axine, donc 
de la fraction de GSK3 impliquée dans la voie des Wnt (DING, CHEN et 
MCCORMICK, 2000). De plus, l'activation d'AKT par l'ajout d'insuline, ce qui inhibe 
les GSK3, n'entraîne pas d'augmentation de l'expression de la p-caténine au niveau 
du cytosol, alors que l'inhibition des GSK3 par Wnt ne module pas l'activité de la 
glycogène synthase (DING, CHEN et MCCORMICK, 2000). Ceci suggère 
l'existence de populations distinctes de GSK3 associées aux voies des Wnt et de 
l'insuline, en plus de proposer leur régulation et signalisation différentes. 
4.3 Implication des GSK3 au niveau de la tumorigenèse 
Puisque les GSK3 influencent négativement plusieurs protéines impliquées 
dans la prolifération et la survie cellulaire, on pourrait s'attendre à ce que l'inhibition 
des GSK3 favorise la prolifération et la survie cellulaire. Or, le groupe de Woodgett 
a observé que l'activité des GSK3 est requise dans l'activation de la voie NFKB en 
réponse au TNF-a et que les GSK3 sont nécessaires pour la survie cellulaire 
(HOEFLICH et al., 2000). Les GSK3 seraient impliquées au niveau du cancer 
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colorectal où les GSK3 semblent être surexprimées et plus fortement actives 
(SHAKOORI et al., 2005). L'inhibition de l'activité des GSK3 inhibe la prolifération 
de cellules humaines du cancer de l'ovaire (CAO, LU et FENG, 2006), tandis que 
l'inhibition des GSK3 dans les cellules humaines de myélome et du cancer 
colorectal inhibe la prolifération et induit l'apoptose de ces cellules (SHAKOORI et 
al., 2005;2007 et ZHOU et al., 2008). Les GSK3 protégeraient aussi les cellules de 
mélanome contre l'apoptose induite par le sorafenib (PANKA et al., 2008). De plus, 
une diminution de l'expression de protéines du cycle cellulaire, régulées par les 
E2F, a été observée suite à l'inhibition des GSK3 dans des cellules humaines de 
cancer de la prostate (SUN et al., 2007). 
Plusieurs évidences suggèrent également un rôle possible des GSK3 dans la 
tumorigenèse pancréatique. D'abord, la surexpression de GSK3P au niveau des 
tissus d'adénocarcinomes pancréatiques par rapport aux tissus de pancréas 
normaux a été observée par analyse immunohistochimique (OUGOLKOV et al., 
2006). Une autre étude a démontré la surexpression de GSK3p, mais également la 
diminution de FRAT1, l'inhibiteur endogène des GSK3, dans les tissus 
d'adénocarcinomes pancréatiques comparés aux tissus normaux (PASCA Dl 
MAGLIANO et al., 2007). À l'aide de micropuces à ADN, ils ont observé la hausse 
du niveau d'ARNm de GSK3p (2.4X, p=0.01) et la diminution du niveau de FRAT1 
(0.6X, p=0.013). De plus, l'accumulation nucléaire de GSK3 a été observée dans 
les lignées de cellules pancréatiques tumorales et dans 51% des adénocarcinomes 
i pancréatiques (OUGOLKOV et al., 2006)., Cette accumulation nucléaire des GSK3 
et l'observation de fractions de GSK3 hautement actives dans le noyau de cellules 
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de neuroblastome humain (BIJUR et JOPE, 2003) suggèrent que l'activité des 
GSK3 serait plus élevée dans les cellules pancréatiques cancéreuses. L'inhibition 
de l'activité des GSK3 inhibe la prolifération et induit l'apoptose des cellules 
pancréatiques cancéreuses, en plus de bloquer la croissance des tumeurs issues 
de xénogreffes de cellules pancréatiques CAPAN2 (MAMAGHANI, PATEL et 
HEDLEY, 2009, OUGOLKOV et al., 2005; 2006 et WILSON et BALDWIN, 2008). 
Ceci suggère que l'activité des GSK3 pourrait contribuer au phénotype transformé 
des cellules pancréatiques tumorales, par contre les mécanismes moléculaires par 
lesquels les GSK3 pourraient favoriser la tumorigenèse restent à être clarifiés. 
Plusieurs études ont observé une diminution de l'activité transcriptionnelle NFKB 
induite par l'inhibition des GSK3, dans les cellules pancréatiques tumorales 
(MAMAGHANI, PATEL et HEDLEY, 2009, OUGOLKOV et al., 2005 et WILSON et 
BALDWIN, 2008). Il a été noté que l'inhibition des GSK3 diminue également 
l'expression de plusieurs cibles de la voie NFKB, dont BCL-2, BCL-XL, XIAP et la 
cycline D1 (MAMAGHANI, PATEL et HEDLEY, 2009, OUGOLKOV et al., 
2005;2006). 
À part une implication dans la voie NFKB, les GSK3 pourrait aussi réguler 
négativement l'activation des voies p38 et JNK par MEKK4 (ABELL, GRANGER et 
JOHNSON, 2007). D'autres études ont observé la régulation par les GSK3 de 
protéines du cycle cellulaire, dont E2F1 (GARCIA-ALVAREZ et al., 2007) et p130 
(LITOVCHICK, CHESTUKHIN et DECAPRIO, 2004). D'autre part, la 
phosphorylation GSK3-dépendante des protéines Maf augmenterait leur capacité à 
induire la transformation cellulaire (ROCQUES et al., 2007). Donc, d'autres études 
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seront nécessaires afin de mieux comprendre le rôle des GSK3 dans la 
carcinogenèse. 
5. Hypothèse et objectifs du projet de recherche 
Les GSK3 semblent surexprimées dans le cancer pancréatique 
(OUGOLKOV et al, 2006 et PASCA Dl MAGLIANO et al., 2007) et leur activité 
favoriserait la survie et la prolifération cellulaire (MAMAGHANI, PATEL et HEDLEY, 
2009, OUGOLKOV et al., 2005; 2006 et WILSON et BALDWIN, 2008). Mes travaux 
de maîtrise découlent de l'hypothèse que l'activité des GSK3 favorise la survie et la 
prolifération des cellules pancréatiques tumorales humaines. Mon projet se sépare 
en deux volets. Le premier objectif était de déterminer l'effet de l'inhibition de 
l'activité des GSK3 sur la survie de cellules pancréatiques tumorales humaines. 
Afin de découvrir le rôle des GSK3 dans la survie des cellules pancréatiques 
tumorales humaines, nous avons voulu identifier les mécanismes moléculaires 
perturbés lors de leur inhibition. 
Le deuxième objectif était d'étudier l'effet de l'inhibition de l'activité des 
GSK3 sur la prolifération des cellules pancréatiques tumorales humaines. Pour ce 
faire, nous avons étudié les effets de l'inhibition des GSK3 sur les protéines 
régulatrices de la progression du cycle cellulaire. 
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H - Matériel et méthodes 
1. Matériel 
Les inhibiteurs pharmacologiques : VIII (AR-A014418), IX (BIO), contrôle IX 
(MeBIO), SB203580, SP600125 et cycloheximide proviennent de Calbiochem® 
(EMD, San Diego, CA). Le diméthyl sulfoxide (DMSO) et le NaCI ont été utilisés 
comme contrôle (Fisher, Pittsburgh, PA). L'inhibiteur pharmacologique de GSK3, 
SB216763, le LiCI, le 4-hydroxytamoxifène, la doxorubicine, ainsi que les shARN 
TurboGFP et ceux dirigés contre GSK3 a et GSK3 p ont été achetés chez Sigma-
Aldrich (Oakville, ON, Canada). Les siARN c-Jun (sc-29223) et contrôle A (sc-
37007) proviennent de chez Santa Cruz Biotechnologies (Santa Cruz, CA). 
2. Culture Cellulaire 
Les expériences ont été effectuées à l'aide de cellules pancréatiques 
immortalisées humaines, de cellules pancréatiques tumorales humaines ou les 
cellules HEK293T. Le milieu de culture des cellules a été changé tous les 2 jours et 
le passage des cellules a été effectué tous les 3-4 jours. Pour la privation en sérum 
des cellules, 2 lavages avec du PBS 1X (137mM NaCI, 2.7mM KCI, 8.1mM 
Na2HP04, 1.5mM KH2PO4) et 2 autres lavages avec du milieu de culture approprié 
sans FBS ont été effectués avant d'incuber les cellules dans le milieu de culture 
i 
sans sérum. Lors de traitements prolongés des cellules, le milieu de culture 
contenant les inhibiteurs pharmacologiques a été changé tous les 24h. 
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2.1 HPDE6 
La lignée de cellules épithéliales ductales pancréatiques humaines HPDE6 a 
été obtenue du Dr. Ming-Sound Tsao (Ontario Cancer Institute, Toronto, ON, 
Canada). La lignée HPDE6 est constituée de cellules issues de l'épithélium 
canalaire pancréatique qui ont été immortalisées à l'aide des gènes E6 et E7 du 
virus papillome humain 16. Elle est la lignée cellulaire ductale pancréatique se 
rapprochant le plus des cellules ductales normales (FURUKAWA et al., 1996 et LIU 
et al., 1998). Les cellules HPDE6 ont été cultivées dans du milieu Kératinocyte-
SFM (Invitrogen, Burlington, ON, Canada) supplémenté avec de l'extrait bovin 
d'hypophyse 50^g/mL (BPE) et de l'EGF 5ng/mL et dans un environnement humide 
(5% C02 et 95% air) à 37°C. 
2.2 Lignées pancréatiques tumorales humaines 
Les lignées cellulaires pancréatiques tumorales humaines MIA PaCa2, 
PANC-1 et BxPC3 (American Type Culture Collection; Manassas, VA) sont toutes 
dérivées de tumeurs primaires. Les BxPC3 ont la particularité d'exprimer un KRAS 
de type sauvage, alors que les gènes p53, p16INK4A (délétion homozygote) et 
DPC4/Smad4 sont mutés (SIPOS et al., 2003). Par contre, les MIA PaCa2 et les 
PANC-1 ont une délétion homozygote pour p16INK4A et expriment un KRAS et p53 
mutés, mais un Smad4 de type sauvage (MOORE et al., 2001 et SIPOS et al., 
2003). Les cellules BxPC3 ont été cultivées dans du milieu RPMI 1640 (Wisent, St-
Bruno, QC, Canada) supplémenté avec 10% de sérum de bovin fœtal (FBS), 10mM 
HEPES (Wisent), 2mM glutamax (Invitrogen) et 1mM pyruvate de sodium (Wisent). 
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Les cellules MIA PaCa2 et PANC-1 ont quant à elles été cultivées dans du milieu 
DMEM (Dulbecco's Modification Eagle's Médium de Wisent) supplémenté avec 10% 
de FBS, 10mM HEPES (Wisent) et 2mM glutamax (Invitrogen). Toutes les lignées 
cellulaires ont été cultivées dans un environnement humide (5% CO2 et 95% air) à 
37°C. 
2.3 HEK293T 
La lignée de cellules de rein d'embryon humain, les HEK 293T, a été 
gracieusement fournie par la Dre Nathalie Rivard (Département d'anatomie et de 
biologie cellulaire, Université de Sherbrooke, Qc, Canada). Les cellules HEK293T 
ont été cultivées dans du milieu DMEM supplémenté avec 10% de FBS, 10mM 
HEPES (Wisent) et 2mM glutamax (Invitrogen) et dans un environnement humide 
(5% C02 et 95% air) à 37°C. 
3. Extraction et dosage de TARN 
3.1 Extraction d'ARN 
Suite à deux lavages des cellules avec du PBS, l'ARN de ces dernières a été 
extrait à l'aide de la trousse RNeasy plus (Qiagen, Mississauga, ON, Canada). 
Sommairement, les cellules récoltées ont été resuspendues dans 600pL de tampon 
RLT et vortexées 1 min. L'ADN génomique (ADNg) a été ensuite éliminé en 
centrifugeant l'échantillon déposé sur la colonne d'élimination d'ADNg à 12 OOOrpm 
30 sec. Un volume d'ethanol 70%, équivalent à la quantité de tampon RLT 
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récupéré, a été ajouté. Puis, l'échantillon a été transféré dans une colonne RNeasy 
MinElute et centrifugé à 12 OOOrpm 15 sec. Par la suite, 700JJL de tampon RW1 ont 
été ajoutés à la colonne qui a été centrifugé à 12 OOOrpm 15 sec afin de laver la 
membrane de la colonne. Deux autres lavages de la colonne ont été effectués par 
l'ajout de 500jaL de tampon RPE suivi d'une centrifugation à 12 OOOrpm pendant 15 
sec, le tampon ayant traversé la colonne a été éliminé, puis la colonne a été 
recentrifugé pendant 2 min. Enfin, l'ARN a été élue dans un volume adéquat (30-
50|aL) d'eau sans RNase en centrifugeant à 12 OOOrpm pendant 1 min. L'ARN a été 
dosé à l'aide d'un spectrophotomètre SmartSpec™ Plus (BioRad) et conservé à 
-80°C. 
3.2. RT-PCR 
La formation d'ADNc à partir de l'ARN extrait des cellules a été effectuée par 
réaction de transcription inverse à l'aide de la trousse Quantitect Reverse 
Transcription (Qiagen). D'abord, la réaction d'élimination d'ADNg a été amorcée 
par l'ajout de 2|J_ de tampon gDNA Wipeout 7X à 1|a,g d'ARN dans un volume de 
réaction de 14 i^L complété avec de l'eau sans RNase. L'échantillon a été incubé 2 
min à 42°C et ensuite placé sur glace. Par la suite, 1jaL du mélange d'amorces RT, 
4fo.L de tampon Quantiscript RT 5X et 1 \iL de transcriptase inverse Quantiscript ont 
été ajoutés et le tout a été incubé pendant 30 min à 42°C. Finalement, la réaction 
de transcription inverse a été arrêtée en chauffant l'échantillon 3 min à 95°C et 
; l'ADNc a été conservé à 4°C. i , 
i / J 
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3.3 PCR standard 
Chaque réaction de PCR standard a été réalisée dans un volume final de 
50jaL et comprenait 38.1jJ_ d'eau, 5jaL de tampon d'amplification 10X (New England 
Biolabs (NEB), Ipswich, MA), 1.5uL de MgCI2 50mM, 1uL de dNTPs 10mM (GE 
healthcare, Buckinghamshire, England), 1(iL de chaque amorce, 0.4pL de Taq 
ADN polymerase (NEB) et 2^L d'ADNc. Les amorces utilisées pour vérifier 
l'expression de l'ARNm du gène humain BIM étaient 5'-
TGAGAAGATCCTCCCTGCTG-3' et 5'-TCTTGGGCGATCCATATCTC-3' et 
permettaient la génération d'un amplicon de 205pb. Le gène humain de la GAPDH 
a été utilisé comme gène de référence à l'aide des amorces 5'-
GAGTCAACGGATTTGGTCGT-3' et 5'-TGCTGATGATCTTGAGGCTG-3' qui 
amplifiaient un fragment de 426pb. Les paramètres d'amplification étaient : 94°C 
pendant 2 min, puis la séquence de 94°C pendant 1 min, 59°C (BIM) ou 65°C 
(GAPDH) pendant 1 min et 72°C pendant 1 min. Cette séquence a été répétée 
pendant 35 cycles pour BIM et 20 cycles pour la GAPDH. Les résultats de PCR ont 
été migres à 105V sur gel contenant du TBE (89mM Tris, 89mM acide borique et 
2mM EDTA) et agarose 1.5% (Roche), ainsi que du bromure d'éthidium (0.2|ag/mL) 
pour la visualisation (model 1000/500 power supply, BioRad). 
3.4 PCR quantitatif 
! ! 
/ I 
Le PCR quantitatif (qPCR) a permis de quantifier et comparer les niveaux 
d'expression de gènes d'intérêts dans différents échantillons. Premièrement, j'ai 
43 
sélectionné un calibrateur, c'est-à-dire un échantillon non modifié et de même 
nature que nos échantillons expérimentaux; par exemple des cellules non .traitées. 
L'ADNc du calibrateur a été dilué en série (1/10, 1/50, 1/100 et 1/500) et a été utilisé 
pour établir une courbe standard. Pour ce faire, une réaction de qPCR a été 
effectuée avec les dilutions du calibrateur afin d'établir la courbe représentant le 
niveau d'ADN amplifié par rapport à la quantité d'ADNc. Des courbes ont été 
réalisées pour tous les gènes ainsi que le gène de référence avec le même 
calibrateur. Théoriquement, la pente optimale des courbes d'amplification devrait 
être égale à 2. Le gène de référence servait à normaliser la quantité d'ADNc 
présent à l'origine dans nos échantillons. Les amplifications expérimentales ont été 
réalisées en effectuant une réaction d'amplification pour le gène d'intérêt, ainsi que 
pour un gène de référence avec le calibrateur en plus des échantillons dilués 1/10 
en duplicata. Les réactions d'amplification ont été faites avec la trousse Quantitect 
SYBR® Green PCR (Qiagen) et les capillaires LightCycler® 20^L (Roche 
Diagnostics, Indianapolis, IN) dans l'appareil LightCycler® 2.0 RT-PCR (Roche 
Diagnostics). À l'aide du logiciel LightCycler® Software 4.0 (Roche Diagnostics), 
les niveaux d'expression des gènes d'intérêts ont été quantifiés par rapport à 
l'expression du gène de référence. Il a été possible ensuite d'exprimer le niveau 
d'expression relatif du gène d'intérêt dans les échantillons, tout en minimisant la 
variation inter-réaction à l'aide du calibrateur. Les amorces utilisées étaient : BIM 
5'-TGAGAAGATCCTCCCTGCTG-3' et 5'-CCCTCCTTGCATAGTAAGCG-3' 
donnant un fragment de 252pb et de B2M (p2-microglobuline), comme gène de 
; référence, 5'-TCGCGCTACTCTCTGTTTCTG-3' et 5'-
GCTGCTTACATGTCTCGATCC-3' générant un fragment de 336pb (IDT, Coralville, 
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IA). Les paramètres d'amplification étaient la séquence: 95°C pendant 15 sec, 
58°C pendant 30 sec et 72°C pendant 13 sec, répétée pendant 55 cycles. 
4. Extraction des protéines et immunobuvardage 
4.1 Extraction des protéines 
Les cellules ont été rincées deux fois au PBS froid, puis lysées à l'aide d'un 
tampon de lyse Triton (1% triton X-100, 50mM tris-HCI pH 7.5, 100mM NaCI, 5mM 
EDTA pH 8.0, 40mM p-glycérophosphate, 50mM NaF, 10% glycérol, 200^M de 
sodium orthovanadate, 1mM PMSF, 0.5(j.g/mL aprotinine, 0.5|ag/mL leupeptine et 
0.7|ag/mL pepstatine) pendant 10 minutes sur glace avant d'être centrifugé 10 
minutes à 10 OOOrpm à 4°C. Le surnageant contenant les protéines a été récupéré 
et ensuite les concentrations des protéines ont été déterminées à l'aide de la 
méthode BCA (Pierce, Rockford, IL via Fisher). Les échantillons ont été dosés en 
triplicata. Une courbe standard a été établie avec l'albumine de sérum de bovin 
(BSA), effectuée en parallèle à chaque dosage. Les extraits protéiques ont été 
conservés à -20°C. 
4.2. Immunobuvardage 
Des quantités équivalentes d'échantillons ont été d'abord préparées. De 20 à 
70^ig d'extraits protéiques ont été utilisés. Les protéines ont été dénaturées via 
i i 
l'ajout de Laemmli 4X et le volume a été ajusté uniformément afin d'obtenir une 
concentration finale de Laemmli 1X (62.5mM tris-HCI pH 6.8, 2.3% SDS, 10% 
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glycérol, 1mM PMSF, 0.005% bleu de bromophénol et 5% p-mercaptoéthanol). 
Puis, les échantillons préparés ont été chauffés 5 minutes à 95°C. Les échantillons 
protéiques, ainsi qu'un marqueur de poids moléculaire maison (phosphorylase B 
(94kDa) 0.35mg/mL, BSA (66kDa) 0.15mg/mL, ovalbumine (45kDa) 1mg/mL, 
carbonic anhydrase (32kDa) 0.2mg/mL, trypsinogène (24kDa) 0.3mg/mL, p-
lactoglobuline (18kDa) 0.2mg/mL et lysosyme (14kDa) 0.3mg/mL dans du Laemmli 
2X) ont ensuite été séparés sur gel SDS-PAGE (acrylamide/bis 37.5 :1 7.5, 10 ou 
12.5%, 375mM tris-HCI pH 8.8, 0.1% SDS, 0.05% APS, 0.033% TEMED). La 
migration des gels a été effectuée à 4°C, à 10mA pendant 15 à 17h dans un 
tampon de migration (25mM tris, 192mM glycine, 0.1% SDS). Par la suite, les 
protéines migrées ont été transférées à 220mA pendant 4 à 6h à 4°C sur 
membrane PVDF (polyvinylidene fluoride) (Perkin Elmer, Waltham, MA) ou de 
nitrocellulose (GE healthcare) par électrotransfert dans un tampon de transfert 
(25mM tris, 192mM glycine et 10% éthanol). Puis, les membranes ont été colorées 
au rouge de Ponceau (0.2% Ponceau S, 0.3% TCA) afin de visualiser les protéines 
et de vérifier l'efficacité et l'uniformité du transfert. Les membranes ont été 
décolorées dans l'eau avant d'être bloquées 1h à 25°C dans la solution de blocage 
(PBS 1X, 0.05% Tween-20 et 5% de lait en poudre). Après le blocage, les 
membranes ont été incubées toute la nuit à 4°C avec l'anticorps primaire (Voir 
Tableau 1) dilué dans la solution de blocage. Les membranes ont été lavées 3 fois 
pendant 10 minutes dans du PBS-T (PBS 1X, 0.05% Tween-20) avant d'être 
incubées 1h à 25°C avec l'anticorps secondaire (Voir Tableau 2) conjugué à la 
peroxydase de raifort (HRP) dilué dans la solution de blocage. Enfin, les 
membranes ont été lavées 3 fois pendant 10 minutes dans du PBS-T et 10 minutes 
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dans du PBS avant d'être incubées 1 minute dans la solution de révélation (0.1 M 
tris pH 8.5, 225)iM acide coumarique, 1.25mM luminol et 0.009% peroxide 
d'hydrogène). Les protéines ont été détectées par chemiluminescence en utilisant 
les films Hyperfilms ECL (GE healthcare). 
Tableau 1 Anticorps primaires utilisés pour les immunobuvardages 
Protéine reconnue 
Akt 
Phospho-Akt (Ser473) 
PARP 
PARP clivée (Asp214) 
Caspase 7 
Caspase 7 clivée (Asp198) 
BAD 
BIM 
BCL-2 
BCL-XL 
MCL-1 
Phospho-p-Caténine 
(Ser33/37/Thr41) 
E2F1 
E2F4 
GAPDH 
Glycogen Synthase 
Phospho-Glycogen Synthase 
(Ser641) 
GSK3cc 
GSK3p 
Phospho-GSK3a/p (Ser21/9) 
Anti-HA 
Phospho-c-Jun (Ser63) 
SAPK/JNK 
Phospho-SEK1/MKK4 
(Thr261) 
Phospho-ATF-2(Thr71) 
anticorps 
#9272 
#9271 
#9542 
#9541 
#9492 
#9491 
#9292 
#2819 
#2872 
#2762 
#4572 
#9561 
se-193 
sc-866 
#2118 
#3886 
#3891 
#9338 
610201 
#9331 
11867423001 
#9261 
#9258 
#9151 
#9221 
dilution 
1/1000 
1/1000 
1/1000 
1/500 
1/750 
1/500 
1/1000 
1/1000 
1/1000 
1/1000 
1/1000 
1/1000 
1/1000 
1/1000 
1/10 000 
1/1000 
1/1000 
1/1000 à 
1/1500 
1/4000 
1/1000 
1/2500 
1/500 
1/500 
1/1000 
1/1000 
espèce 
Lapin 
Lapin 
Lapin 
Lapin 
Lapin 
Lapin 
Lapin 
Lapin 
Lapin 
Lapin 
Lapin 
Lapin 
Lapin 
Lapin 
Lapin 
Lapin 
Lapin 
Lapin 
Souris 
Lapin 
Rat 
Lapin 
Lapin 
Lapin 
Lapin 
compagnie 
cell signaling 
cell signaling 
cell signaling 
cell signaling 
cell signalling 
cell signaling 
cell signaling 
cell signaling 
cell signaling 
cell signaling 
cell signaling 
cell signaling 
santa cruz 
biotechnology 
santa cruz 
biotechnology 
cell signaling 
cell signaling 
cell signaling 
cell signaling 
BD 
transduction 
laboratories 
cell signaling 
Roche 
cell signaling 
cell signaling 
cell signaling 
cell signaling 
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Phospho-SAPK/JNK 
(Thr183/Tyr185) 
p21Cip1 
Phospho-p38 MAPK 
(Thr180/Tyr182) 
Phospho-Rb(Ser807/811) 
Retinoblastoma Protein 
Rb2(p130) 
c-Jun 
p2yK.pi 
ERK1 
CDK2 
Cycline A 
Cycline D1 
Cycline E 
Phospho-p44/42 MAPK 
(ERK1/2) 
#4668 
sc-397 
#9215 
#9308 
554136 
610261 
se-1694 
sc-528 
sc-93 
se-163 
sc-751 
sc-753 
sc-481 
#9101 
1/500 
1/200 
1/750 
1/1000 
1/750 
1/1000 
1/1000 
1/500 
1/2000 
1/1000 
1/1000 
1/500 
1/200 
1/1000 
Lapin 
Lapin 
Lapin 
Lapin 
Souris 
Souris 
Lapin 
Lapin 
Lapin 
Lapin 
Lapin 
Lapin 
Lapin 
Lapin 
cell signaling 
santa cruz 
biotechnology 
cell signaling 
cell signaling 
BD 
pharmingen 
BD 
transduction 
laboratories 
santa cruz 
biotechnology 
santa cruz 
biotechnology 
santa cruz 
biotechnology 
santa cruz 
biotechnology 
santa cruz 
biotechnology 
santa cruz 
biotechnology 
santa cruz 
biotechnology 
Cell signaling 
Tableau 2 Anticorps secondaires utilisés pour les immunobuvardages 
Protéine reconnue 
IgG Lapin (couplé à la HRP) 
IgG Souris (couplé à la HRP) 
IgG Rat (couplé à la HRP) 
anticorps 
111-035-003 
115-035-003 
112-035-003 
dilution 
1/2500 
1/2500 
1/2500 
espèce 
Chèvre 
Chèvre 
Chèvre 
compagnie 
Jackson 
immuno-
research 
laboratories 
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5. Dosage de l'activité de la caspase 3 
L'activité de la caspase 3 a été dosée à l'aide du substrat II fluorogénique Ac-
DEVD-AMC (Calbiochem®, EMD) qui lorsque clivé libère un fluorochrome pouvant 
être mesuré à l'aide d'un spectrofluoromètre. Le caspase 3 substrat II agit comme 
substrat de la caspase 3 avec un Km de 9,7(aM, toutefois nous ne pouvons pas 
exclure la possibilité que d'autres caspases puissent également cliver ce substrat. 
Un contrôle négatif (tampon de lyse), un contrôle positif, ainsi que 30^g des extraits 
protéiques ont été parallèlement incubés avec 500|J_ de tampon d'essai (20p.M 
caspase 3 substrat II (EMD), 100mM HEPES pH 7.5, 20% glycérol et 5mM DTT) 
pendant 2h à 37°C. Puis, le volume final a été complété à 1mL avec du tampon 
d'essai sans le caspase 3 substrat II et la lecture a été effectuée à l'aide d'un 
spectrofluoromètre (F-2500 FL) avec une excitation à 380nm et une émission à 
460nm. La valeur du contrôle négatif (sans protéine) a été soustraite des résultats. 
6. Immunoprécipitation 
Tout d'abord, une étape de pré-lavage des extraits protéiques a été effectuée 
afin d'éliminer l'interaction non spécifique avec les protéines-G-sépharose 
(amersham). Pour ce faire, les extraits protéiques ont été incubés à 4°C pendant 
30 min avec 40jiL de protéine-G-sépharose préalablement gonflée (protéine-G-
sépharose lavées 4 fois dans du tampon triton et agitées à 4°C). Les protéine-G-
séphiarose ont ensuite été éliminées des échantillons. Puis, de 700(ig à 1mg de ces 
extraits protéiques ont été utilisés et complétés dans un volume final de 700^L avec 
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du tampon triton (voir section 4.1). Puis, 3 à 6(j.L d'anticorps ont été ajoutés aux 
échantillons avant d'être incubés pendant 2-3h sous agitation à 4°C. Aux 
immunocomplexes formés a été ajouté 40fiL de protéine-G-sépharose 
préalablement gonflées et le tout a ensuite été incubé sous agitation à 4°C pendant 
1h. Par la suite, les immunocomplexes ont été lavés 3 fois dans du tampon triton 
avant d'être resuspendus dans 50jaL de Laemmli 4X. Finalement, les 
immunocomplexes ont été chauffés 5 minutes à 95°C avant d'être séparés par 
SDS-PAGE, avec en parallèle un extrait protéique avant l'immunoprécipitation, ainsi 
que du premier surnageant suite au premier lavage, tel que décrit à la section 4.2. 
7. Transfections 
7.1 Transfection transitoire avec siARN 
Les cellules ont été ensemencées dans des plaques de 6 puits puis, 24h plus 
tard, elles ont été transfectées à l'aide de la méthode de lipofection. Brièvement, 
3|aL de Lipofectamine 2000 (Invitrogen) ont été incubés 5 min dans 100jaL d'OPTI-
MEM (Invitrogen) (Solution A). Entre-temps, 100nM/puit de siARN (contrôle A ou c-
Jun) ont été ajoutés à 100uL d'OPTI-MEM (Solution B). Puis, les solutions A et B 
ont été combinées et incubées 20 min à température ambiante. Les cellules ont été 
lavées 1 fois avec de l'OPTI-MEM et 800pL d'OPTI-MEM ont été ajoutés. Le 
volume final a été complété à 1mL avec l'ajout du 200fj.L de la solution A+B. De 4-
6h plus tard, le milieu a été remplacé pour du DMEM contenant 10% de sérum, j 
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Enfin, 72 et 96h post-transfection, les cellules ont été lysées dans du tampon Triton 
et les protéines ont été dosées par la méthode BCA. 
7.2 Essais luciférase 
Les cellules on été ensemencées dans des plaques de 24 puits puis, 24h 
plus tard, elles ont été transfectées à l'aide de la méthode de lipofection. D'abord, 
0.5fiL de Lipofectamine 2000 (Invitrogen) a été incubé 5 min dans 50^L d'OPTI-
MEM (Invitrogen) (Solution A). Entre-temps, 0.1^g/puit d'ADN d'intérêt (Voir 
Tableau 3) et 0.002|ig/puit d'ADN de rénilla luciférase, utilisé comme contrôle 
interne, ont été ajoutés à 50^L d'OPTI-MEM (Solution B). Puis, les solutions A et B 
ont été combinées et incubées 20 min à température ambiante. Les cellules ont été 
lavées une fois avec de l'OPTI-MEM et la solution A+B a été ajouté dans un volume 
final de 500jaL, complété avec de l'OPTI-MEM. De 4-6h plus tard, le milieu a été 
remplacé par du DMEM contenant 10% de sérum. 
Par la suite, 36-48h suivant la transfection, la quantification de la luminosité 
dépendante de la luciférase de luciole et de rénilla a été effectuée à l'aide de la 
trousse Dual-Luciferase® reporter assay System (Promega, Madison, Wl). 
Brièvement, les cellules ont été rincées au PBS avant d'être lysées dans 200jaL de 
tampon de lyse (Promega) pendant 10-20 min à température ambiante. Par la 
suite, 50jaL de tampon luciférase (Promega) ont été ajoutés à 100|aL de lysat et la 
luminosité dépendante de la luciférase de luciole a été mesurée pendant 20 sec 
avec un luminomètre de type Mini Lumat LB9506 (EG&G Berthold, Allemagne). 
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Finalement, la réaction a été arrêtée par l'ajout de 50p.L de tampon Stop & Glo 
(Promega), avant de mesurer la luminosité dépendante de la rénilla luciférase 
pendant 20 sec à l'aide du même luminometre. 
7.3 Vecteurs et gènes rapporteurs 
Tableau 3 Vecteurs et gènes rapporteurs 
ADN 
E2F-TA 
Luciférase 
TOPflash 
FOPflash 
Rénilla 
Luciférase 
FRAT1 WT 
MEKK1 WT 
MEKK1 KD 
pLP1 
; pLP2 
VSV-G 
Caractéristique 
4 répétitions d'une partie d'un promoteur 
reconnu spécifiquement par les E2F 
couplées au gène de la luciférase 
6 répétitions d'un site de liaison aux TCF 
sous le promoteur de la thymidine kinase 
(TK) couplé au gène de luciférase 
Contrôle négatif de TOPflash dont 3 
répétitions (2 complètes et 1 incomplète) 
du site de liaison aux TCF sont mutées 
Gène de la Rénilla luciférase sous le 
promoteur SV40 
Séquence codante humaine de FRAT1 
de type sauvage, insérée dans le 
plasmide pEGFP-C1 
Exprime une protéine de fusion : du 
domaine catalytique de MEKK1 et d'un 
récepteur à l'œstrogène (ER) modifié, 
activé par le 4HT (4-hydroxytamoxifène) 
Variant de MEKK1 WT catalytiquement 
inactif (mutation de K1253 et du motif gly-
X-gly) 
Gènes des protéines virales gag 
(nucléocapside) et pol (réplication) sous 
le promoteur du cytomégalovirus (CMV) 
Gène de la protéine virale rev (régule 
. l'expression de gag et pol) sous le 
promoteur CMV ' 
Gène d'une protéine d'enveloppe virale 
sous le promoteur CMV 
Provenance 
Clonetech, Mountain 
View, CA 
Dre Nathalie Rivard 
(Département 
d'anatomie et de 
biologie cellulaire, 
Université de 
Sherbrooke, Qc, 
Canada) 
Promega, Madison, Wl 
Eleanor T. Coffey 
(Turku Centre for 
Biotechnology, Turku 
University and Abo 
Akademi University, 
Turku, Finland) 
Simon J Cook (The 
Babraham Institute, 
Cambridge, UK) 
Dre Julie Carrier 
(Département 
d'anatomie et de 
biologie cellulaire, 
Université de 
Sherbrooke, Qc, 
Canada) 
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pVPack-GP 
pVPack-
VSV-G 
Gènes des protéines virales gag 
(nucléocapside) et pol (réplication) sous 
le promoteur CMV 
Gène d'une protéine d'enveloppe virale 
sous le promoteur CMV 
Dre Nathalie Rivard 
(Département 
d'anatomie et de 
biologie cellulaire, 
Université de 
Sherbrooke, Qc, 
Canada) 
8. Production et infection lentivirale 
Des cellules HEK293T ont été ensemencées dans des pétris 100mm pour 
obtenir une confluence de 60-70% lé lendemain. En résumé, 48(iL de 
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) ont été dilués dans 500^iL d'OPTI-MEM et incubés 
pendant 5 min à température ambiante. Puis, aux 500|aL de lipofectamine 2000 
préparés a été ajouté 6jag d'ADN d'intérêt ainsi que des vecteurs pour les particules 
virales, pLP1, pLP2 et VSVG (voir Tableau 3), dilués dans 500|aL d'OPTI-MEM. Le 
tout a été incubé 30 minutes à température ambiante. Ensuite, les cellules ont été 
incubées 4h avec 5mL d'OPTI-MEM auxquels ont été ajoutés le 1mL comprenant la 
Lipofectamine et les ADN. Puis, le milieu a été remplacé pour 7mL de DMEM 
contenant 10% de sérum et 2 jours plus tard, le milieu contenant les lentivirus a été 
récolté et filtré à l'aide d'un filtre 0.45|j,m (Pall, Port Washington, NY) pour être 
ultérieurement conservé à -80°C. 
Pour l'infection lentivirale, les cellules ont été ensemencées dans des pétris 
60mm de façon à obtenir une confluence de 50-70%, le lendemain. Elles ont 
i i 
i i 
ensuite été incubées 1h avec 0.7mL de virus supplémenté avec du polybrene 
8(j.g/mL avant l'ajout de 2.3mL de milieu DMEM contenant 10% de sérum 
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supplémenté avec du polybrene 8|j,g/mL. Le milieu contenant les virus a été 
remplacé 2 jours plus tard avec du milieu DMEM contenant 10% de sérum. Le 
lendemain, les protéines des cellules ont été extraites selon le protocole décrit à la 
section 4.1. 
9. Production et infection rétrovirale 
Des cellules HEK293T ont été ensemencées dans des pétris 100mm pour 
obtenir une confluence de 60-70% le lendemain. En résumé, 42^L de 
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) ont été dilués dans 750|aL d'OPTI-MEM et incubés 
pendant 5 min à température ambiante. Puis, aux 750|j.L de lipofectamine 2000 
préparés a été ajouté 7p,g d'ADN d'intérêt ainsi que des vecteurs pour les particules 
virales, pVPack-GP et pVPack-VSV (voir Tableau 3), dilués dans 750jaL d'OPTI-
MEM. Le tout a été incubé 30 minutes à température ambiante. Ensuite, les 
cellules ont été incubées 4h avec 5mL d'OPTI-MEM auxquels ont été ajoutés le 
1,5mL comprenant la Lipofectamine et les ADN. Puis, le milieu a été remplacé pour 
6,4mL de DMEM contenant 10% de sérum et 2 jours plus tard, le milieu contenant 
les rétrovirus a été récolté et filtré à l'aide d'un filtre 0.45nm (Pall, Port Washington, 
NY) pour être ultérieurement conservé à -80°C. 
Pour l'infection rétrovirale, les cellules ont été ensemencées dans des pétris 
60mm de façon à obtenir une confluence de 50-70%, le lendemain. Elles ont 
ensuite été Incubées 1h avec 1,5mL de virus supplémenté avec du polybrene 
8|ag/mL avant l'ajout de 3mL de milieu DMEM contenant 10% de sérum 
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supplémenté avec du polybrene 8^g/mL. Le milieu contenant les virus a été 
remplacé 2 jours plus tard avec du milieu DMEM contenant 10% de sérum. Le 
lendemain, les cellules ont été mises en sélection pour 10 jours par le changement 
du milieu pour du milieu DMEM contenant 10% de sérum supplémenté avec 
2jag/mL de puromycine. 
10. Mesure de l'activité métabolique des mitochondries 
La viabilité cellulaire a été évaluée à l'aide de l'absorbance du réactif XTT 
métabolisé, qui représente l'activité métabolique des cellules. La méthode XTT 
évalue donc à la fois la prolifération et la survie (viabilité) cellulaire. Les cellules ont 
été ensemencées à raison de 10 000 cellules par puit d'une plaque de 96 puits. Le 
lendemain, les cellules ont été traitées avec différents inhibiteurs 
pharmacologiques. Une solution de 1mg/mL XTT (Invitrogen X6493) dans du PBS 
1X a été préparée et chauffée 30 min à 60°C. Ensuite, 1.5|J_ de PMS 5mg/mL 
(Phenazine Methosulfate Sigma P9625) ont été ajoutés par mL de solution XTT. 
Puis, un volume de milieu de culture sans rouge de phénol équivalent au volume de 
solution XTT a été ajouté. Le milieu de culture a été enlevé et 100fj.L de Réactif 
XTT préparé, ont été ajoutés par puit. Puis, les cellules ont été incubées 1h à 37°C 
avant de prendre la lecture à 490nm à l'aide d'un lecteur de plaque (Model 3550 
Microplate Reader, BioRad). La valeur du contrôle négatif, le réactif XTT incubé 
sans cellule, a été soustraite des résultats exprimés en densité optique. 
/ / 
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11. Densitométrie et statistique 
La densitométrie a été effectuée à l'aide du logiciel Scion image sur les 
immunobuvardages présentés d'une expérience représentative en calculant le ratio 
des formes clivées ou phosphorylées sur l'expression totale, ainsi que le ratio de 
l'expression de la protéine d'intérêt sur l'expression de la GAPDH. Lorsque 
spécifié, la densitométrie a été effectuée sur plusieurs expériences et cumulées. 
Toutes les statistiques ont été calculées avec le logiciel Microsoft Excel à 
l'aide du test de Student. Un p < 0,05 a été considéré comme statistiquement 
significatif. 
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III- Résultats : 
L'activité des GSK3 dans nos différentes lignées cellulaires a été évaluée par 
le ratio de l'expression des GSK3 inactives, phosphorylées sur Ser21/9, par rapport 
à l'expression totale. La figure 7A montre les niveaux d'expression des GSK3 a et 
P phosphorylées sur Ser21/9 et totales dans nos cellules. Nous avons observé un 
ratio GSK3 phosphorylée/totale : de 1.03 pour les BxPC3, de 0.90 pour les MIA 
PaCa2 et les PANC-1, de 1.56 pour les HPDE6 et de 0.95 pour les HEK293T. Le 
ratio plus faible des lignées de cellules pancréatiques tumorales humaines (BxPC3, 
MIA PaCa2 et PANC-1) comparativement aux cellules d'origine non-tumorale 
HPDE6 suggère une activité des GSK3 plus élevée dans les cellules tumorales 
pancréatiques. Ceci suggère que l'activité des GSK3 pourrait contribuer au 
phénotype transformé des cellules BxPC3, MIA PaCa2 et PANC-1. 
Le premier objectif de mon projet était d'étudier l'implication de l'activité des 
GSK3 dans la survie des cellules pancréatiques tumorales humaines. L'activité des 
GSK3 a été inhibée par 1- des inhibiteurs pharmacologiques spécifiques 
(SB216763, AR-A014418, BIO), 2- un shARN spécifique pour GSK3p et 3-
l'expression de son inhibiteur endogène (FRAT1 WT). L'efficacité d'inhibition de 
l'activité des GSK3 a été confirmée en évaluant la phosphorylation GSK3-
dépendante de la glycogène synthase sur Ser641. Dans les cellules pancréatiques 
tumorales humaines PANC-1 traitées pendant 24, 48 et 72h avec l'inhibiteur 
spécifique des GSK3, le SB216763 20(^ M (SB), nous avons observé une diminution 
de 62, 74 et 66% respectivement de l'expression de la glycogène synthase 
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Figure 7 Phosphorylation des GSK3 dans différentes lignées cellulaires et 
inhibition de l'activité des GSK3 par l'inhibiteur pharmacologique SB216763 
A. Les cellules BxPC3, MIA PaCa2, PANC-1, HPDE6 et HEK293T ont été 
lysées dans du tampon triton. Les niveaux d'expression des GSK3 a et p 
phosphorylées sur Ser21/9 et des GSK3 totales ont été visualisés par 
immunobuvardage. B. Les cellules PANC-1 ont été ensemencées à une confluence 
de 40 à 55%. Ensuite, les cellules ont été traitées avec 0.001% DMSO ou 
l'inhibiteur spécifique des GSK3 SB216763 (SB) 20^M pendant 24, 48 et 72h. Lors 
des traitements prolongés des cellules, le milieu de culture contenant l'inhibiteur a 
été changé tous les 24h. Les cellules ont été lysées dans du tampon triton et les 
niveaux d'expression de la glycogène synthase (GS) phosphorylée sur Ser641 et de 
la GS totale ont été visualisés par immunobuvardage. 
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phosphorylée sur Ser641 (Figure 7B). Cette diminution confirme l'inhibition de 
l'activité des GSK3, puisque le niveau d'expression totale de la glycogène synthase 
ne varie pas suite au traitement avec le SB. 
1. Effet de l'inhibition de l'activité des GSK3 sur la survie des 
cellules pancréatiques ductales humaines 
Nous avons d'abord évalué l'effet de l'inhibition de l'activité des GSK3 sur 
l'activité métabolique des mitochondries des cellules pancréatiques tumorales 
humaines. Pour ce faire, la méthode colorimétrique du XTT qui est basée sur 
l'intégrité de l'activité des enzymes de la mitochondrie a été utilisée. Nous avons 
traité les cellules MIA PaCa2 et PANC-1 avec les inhibiteurs pharmacologiques 
spécifiques des GSK3, le SB 20^M et le AR-A014418 25uM (AR), pendant 24, 48 et 
72h. Puis, les cellules ont été incubées avec le substrat XTT et l'absorbance 
représentant l'activité métabolique des cellules a été mesurée. La figure 8A révèle 
que l'inhibition de l'activité des GSK3 par les traitements aux inhibiteurs SB et AR 
diminue de 29±7 et 21±8% respectivement l'activité métabolique des mitochondries 
des cellules MIA PaCa2 dès 24h. De plus, l'activité métabolique des cellules 
diminue significativement de 42+18 et 28±2% suite aux traitements de 48 et 72h 
respectivement avec le SB (p=0.018 et p=0.0006), alors qu'avec le AR, elle diminue 
de 31±3 et 37±5% (p=0.005 et p=0.0013). Par ailleurs, les traitements de 24, 48 et 
72h avec le AR diminuent également de 27+6, 38±6 et 61+14% respectivement 
i i 
l'activité métabolique des cellules PANC-1 (p=0.0006, 0.001 ' et 0.0034 
respectivement) (Figure 8B). 
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Figure 8 Effet de l'inhibition prolongée de l'activité des GSK3 sur l'activité 
métabolique des mitochondries des cellules MIA PaCa2 et PANC-1 
D'abord, 10 000 cellules par puits ont été ensemencées dans des plaques de 
96 puits. Le lendemain, les cellules ont été traitées avec 0.001% DMSO ou avec 
les inhibiteurs des GSK3 SB 20^M et AR 25^M pendant 24, 48 et 72h. 
L'absorbance mesurée à 490nm reflétant le niveau de métabolites du XTT formés 
est représentée dans les graphiques. La valeur basale d'absorbance du réactif XTT 
incubé sans cellule (blanc) est soustraite des résultats (n=3 * =p<0.05 **=p<0.01 et 
***=p<0.001). A. cellules MIA PaCa2 et B. cellules PANC-1 
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Suite aux résultats précédents, nous avons déterminé si la diminution de 
l'activité métabolique des mitochondries des cellules pancréatiques tumorales 
humaines était attribuable à une augmentation de la mort cellulaire. Pour ce faire, 
nous avons utilisé le clivage de PARP comme marqueur d'apoptose. La figure 9A 
montre que l'inhibition prolongée (24 à 72h) de l'activité des GSK3 à l'aide du SB 
20^iM dans les cellules PANC-1 induit le clivage de PARP après 48 et 72h. Nous 
avons observé un résultat similaire dans une autre lignée de cellules pancréatiques 
tumorales humaines, les cellules MIA PaCa2. Le traitement de ces cellules avec 
deux inhibiteurs différents spécifiques des GSK3, le AR 25|aM et le BIO 2(iM, induit 
le clivage de PARP après 48h (Figure 9B). De plus, la diminution de 52% de 
l'expression de GSK3P dans les cellules PANC-1 à l'aide d'un shARN spécifique est 
suffisante pour induire le clivage de PARP (Figure 9C). Dans leur ensemble, ces 
résultats suggèrent que l'inhibition prolongée des GSK3 induit l'apoptose des 
cellules pancréatiques tumorales humaines. 
Par la suite, nous avons vérifié l'effet de l'inhibition prolongée des GSK3 
dans des cellules non tumorales puisque selon nos observations, l'activité des 
GSK3 semble être plus élevée dans nos cellules pancréatiques tumorales (Figure 
7B). Lors du traitement des cellules pancréatiques ductales humaines HPDE6 avec 
l'inhibiteur spécifique des GSK3 SB 20|iM pendant 72h, aucun clivage de PARP n'a 
été observé (Figure 10A). Un traitement à la doxorubicine 1^M pendant 30h a été 
utilisé comme contrôle positif pour le clivage de PARP. Nous avons aussi regardé 
l'effet de l'inhibition de l'activité des GSK3 dans un autre type cellulaire. Les j 
cellules embryonnaires de rein humain, les HEK293T, ont été traitées 
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Figure 9 Effet de l'inhibition prolongée de l'activité des GSK3 sur l'expression 
de PARP des cellules pancréatiques tumorales humaines 
Les cellules PANC-1 et MIA PaCa2 ont été ensemencées à une confluence 
de 40 à 55%. Les cellules PANC-1 ont été ensuite traitées avec 0.001% DMSO ou 
avec l'inhibiteur des GSK3 SB 20|aM pendant 24, 48 et 72h (A.), alors que les MIA 
PaCa2 ont été traitées 24 et 48h avec 0.001% DMSO ou avec les inhibiteurs des 
GSK3 AR 25uM ou BIO 2^M (B.). Le clivage de PARP a été visualisé par 
immunobuvardage et a été utilisé comme marqueur d'apoptose. C. Les cellules 
PANC-1 ont été infectées à l'aide de lentivirus exprimant un shARN spécifique pour 
GSK3P ou un shARN contrôle. Puis, 72h post-infection, les cellules ont été lysées 
et les niveaux d'expression protéique de GSK3 a et p, de PARP clivée et de la 
GAPDH ont été évalués par immunobuvardage. 
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Figure 10 Effet de l'inhibition prolongée de l'activité des GSK3 sur 
l'expression de PARP dans les cellules d'origine non tumorales 
A. Les cellules HPDE6 ont été traitées 72h avec 0.001% DMSO ou 
l'inhibiteur des GSK3 SB 20fiM et 30h avec de la doxorubicine 1uM ou 0.001% 
DMSO. B. Les cellules HEK293T ont été traitées pendant 24, 48 et 72h avec 
0.001% DMSO ou l'inhibiteur SB 20jaM. Les niveaux d'expression protéique des 
formes totale et clivée de PARP et de la GAPDH ont été visualisés par 
immunobuvardage. 
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pendant 24, 48 et 72h avec l'inhibiteur SB 20jaM et aucun clivage de PARP n'a été 
observé (Figure 10B). Ces résultats suggèrent que l'inhibition prolongée de 
l'activité des GSK3 induirait l'apoptose seulement dans les cellules pancréatiques 
tumorales humaines et non dans les cellules non-transformées. 
2. Effet de l'inhibition prolongée de l'activité des GSK3 sur 
l'activité des caspases 
L'inhibition prolongée de l'activité des GSK3 semble induire un processus 
apoptotique dans les cellules pancréatiques tumorales humaines tel qu'observé par 
l'augmentation du clivage de PARP (Figure 9). Puisque les caspases activées dans 
la cascade de signalisation de l'apoptose sont reconnues pour pouvoir cliver PARP, 
nous avons déterminé l'activité des caspases effectrices 3 et 7 suite à l'inhibition 
des GSK3. Tout d'abord, nous avons noté une augmentation du ratio de 
l'expression de la forme clivée (active)/totale de la caspase 7 de 4.24 et 3.69 fois 
après 48 et 72h respectivement de traitement avec le SB 20^M dans les cellules 
PANC-1 (Figure 11A), alors que l'expression de la forme totale n'est pas 
significativement modulée. 
Pour confirmer que l'activation de la caspase 7 était spécifique à l'inhibition 
des GSK3, nous avons infecté les cellules PANC-1 avec des lentivirus exprimant un 
shARN spécifique contre GSK3p. La figure 11B démontre que le shGSK3p (Figure 
9C) comparativement au shContrôle (TGFP) entraîne une accumulation de 2.65/fois 
de l'expression protéique de la forme clivée de caspase 7 dans les cellules 
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PANC-1. Nous avons également étudié l'activité de la caspase 3 en dosant son 
activité à l'aide dîun substrat fluorogénique. Le substrat Ac-DEVD-AMC 20p.M a été 
incubé 2h avec 30jag d'extraits protéiques de cellules PANC-1 traitées 24, 48 ou 
72h avec 0.001% DMSO ou l'inhibiteur des GSK3 SB 20uM. Le fluorochrome AMC 
libéré a été mesuré à l'aide d'un spectrofluoromètre avec une excitation à 380nm et 
une émission à 460nm. Nous avons observé une augmentation de l'activité relative 
de la caspase 3 de 4.85±1.83 (p=0.021) et de 5.56±1.53 (p=0.005) fois dans les 
cellules PANC-1 traitées pendant 48 et 72h respectivement avec l'inhibiteur SB 
(n=4) (Figure 11C). L'augmentation de l'activité relative de la caspase 3 mesuré à 
l'aide du substrat Ac-DEVD-AMC observé suite au traitement pendant 48 et 72h des 
cellules PANC-1 avec le SB est prévenue par l'ajout de l'inhibiteur II de la 
caspase 3 25|_iM (données non montrées). 
3. Effet de l'inhibition de l'activité des GSK3 sur l'expression des 
homologues BCL-2 
L'équilibre entre l'expression des homologues BCL-2 pro-apoptotiques et 
anti-apoptotiques est important dans la régulation de la mort cellulaire programmée. 
Afin de mieux caractériser le mécanisme d'apoptose impliqué, nous avons 
déterminé si l'inhibition prolongée de l'activité des GSK3 influençait l'expression des 
homologues BCL-2. Nous avons d'abord regardé l'expression des membres de la 
famille des homologues BCL-2 anti-apoptotiques par immunobuvardage. Dans les 
cellules PANC-1, nous avons observé une diminution dey36% de l'expression 
protéique de BCL-2 dès 24h qui est maintenue jusqu'à 72h de traitement avec 
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Figure 11 Effet de l'inhibition de l'activité des GSK3 sur l'activité des 
caspases 3 et 7 dans les cellules PANC-1 
A. Les cellules PANC-1 ont été traitées avec 0.001% DMSO ou l'inhibiteur 
des GSK3 SB 20JJ.M pendant 24, 48 et 72h. Les niveaux d'expression protéique 
des formes totale et clivée de la caspase 7 ont été visualisés par 
immunobuvardage. B. Les cellules PANC-1 ont été infectées à l'aide de lentivirus 
exprimant un shARN spécifique pour GSK3p ou un shARN contrôle (TGFP). Les 
niveaux d'expression protéique de la caspase 7 clivée et de la GAPDH ont été 
observés par immunobuvardage 72h post-infection. C. 30^g d'extraits protéiques 
des différents échantillons en A. ont été incubés 2h avec le substrat fluorogénique 
Ac-DEVD-AMC 20|J.M. L'activité de la caspase 3 a été ensuite mesurée à l'aide 
d'un spectrofluoromètre (excitation=380nm et émission=460nm) et celle des cellules 
traitées au DMSO a été rapportée à 1. (n=4 *=p<0.05 **=p<0.01 et ***=p<0.001) 
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l'inhibiteur des GSK3 SB 20^M (Figure 12A). Une augmentation de l'expression 
protéique de BCL-2 suite au traitement des cellules PANC-1 avec le DMSO est 
observé à la figure 12A cependant l'expression de BCL-2 est généralement 
constante dans les cellules traitées au DMSO tel qu'observé à la figure 17. Par 
contre, le niveau d'expression protéique de l'homologue MCL-1 ne semble pas 
influencé par le SB. De plus, l'expression protéique de BCL-2 dans les cellules 
PANC-1 infectées avec le shGSK3p était plus basse de 16% que dans les cellules 
contrôles (Figure 12B). La différence de la diminution de BCL-2 dans les cellules 
PANC-1 traitées au SB ou infectées avec le shGSK3p est probablement due à une 
plus faible inhibition de l'activité globale des GSK3 avec le shGSK3p qu'avec le SB. 
Quant aux niveaux d'expression des homologues pro-apoptotiques BAX et 
BAD, ils ne varient pas suite aux traitements des cellules PANC-1 avec l'inhibiteur 
des GSK3, le SB 20^M (Figure 12A). Par contre, nous avons observé une 
augmentation de 4.15 fois du niveau d'expression protéique de l'homologue pro-
apoptotique BIM dès 24h de traitement avec le SB (Figure 12A). L'augmentation de 
BIM dans ces cellules est encore plus marquée après 72h de traitement (7.59X). 
La figure 12B nous confirme que l'inhibition de l'activité GSK3p, de façon spécifique 
par shARN, augmente également le niveau d'expression de BIM de 1.5 fois, dans 
les cellules PANC-1. Par la suite, nous avons investigué la cause de 
l'augmentation du niveau d'expression protéique de BIM (effet transcriptionnel ou 
stabilisation protéique). Pour ce faire, l'ARN des cellules PANC-1 traitées 24, 48 et 
72h avec l'inhibiteur SB; 20|Jv1 a été extrait et une réaction de RT-PCjR a été 
effectuée. À partir de l'ADNc formé, nous avons évalué le niveau d'expression de 
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Figure 12 Régulation de l'expression protéique des homologues Bcl-2 par 
l'inhibition prolongée de l'activité des GSK3 
A. Les cellules PANC-1 ont été traitées avec 0.001% DMSO ou avec 
l'inhibiteur des GSK3 SB 20|iM pendant 24, 48 et 72h. Les niveaux d'expression 
protéique des homologues BCL-2 anti-apoptotiques, BCL-2 et MCL-1, ainsi que les 
homologues pro-apoptotiques BIM, BAX et BAD ont été évalués par 
immunobuvardage. B. Les cellules PANC-1 ont été infectées à l'aide de lentivirus 
exprimant un shARN spécifique pour GSK3P ou un shARN contrôle (TGFP). Les 
niveaux d'expression protéique de BCL-2, BIM et de la GAPDH ont été vérifiés par 
immunobuvardage. 
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Figure 13 Effet du SB216763 sur le niveau d'ARNm de l'homologue BCL-2 pro-
apoptotique BIM 
A. Le niveau d'expression d'ARNm de BIM des cellules PANC-1 traitées 
pendant 24, 48 et 72h avec 0.001% DMSO ou avec l'inhibiteur des GSK3 SB 20|aM 
a été évalué par PCR standard. La GAPDH a été utilisée comme gène de 
référence. B. Le niveau d'expression d'ARNm de BIM des cellules PANC-1 traitées 
pendant 48 et 72h avec 0.001% DMSO ou avec l'inhibiteur SB 20^M a été évalué 
par qPCR. La p2-microglobuline (B2M) a été utilisée comme gène de référence afin 
de normaliser l'expression d'ARNm de BIM et la valeur des cellules traitées 48h 
avec le DMSO a été rapportée à 1 (n=2). 
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l'ARNm de BIM en effectuant une réaction de PCR standard. Nous avons noté une 
faible augmentation de 1.27 et 1.18 fois du niveau d'expression du transcrit de BIM 
après 48 et 72h de traitement au SB respectivement (Figure 13A). Afin de 
confirmer ce résultat, nous avons procédé à une réaction de qPCR à partir des 
mêmes extraits. Les niveaux d'expression d'ARNm de BIM ont été normalisés par 
rapport au gène de référence de la p2-microglobuline et la valeur des cellules 
traitées 48h avec le DMSO a été rapportée à 1. Nous avons observé une 
augmentation de l'expression de l'ARNm de BIM de 5.60±1.45 fois (n=2) dans les 
cellules PANC-1 traitées 72h avec le SB (Figure 13B). L'augmentation du transcrit 
de BIM suite à l'inhibition de l'activité des GSK3 survient tardivement alors que 
l'expression de la protéine est augmentée dès 24h. Puisque cette augmentation du 
transcrit n'était pas marquante, nous avons examiné la stabilité de la protéine BIM. 
En premier lieu, nous avons évalué le temps d'inhibition de l'activité des GSK3 
nécessaire pour observer une augmentation de l'expression protéique de BIM. Les 
cellules PANC-1 ont été traitées avec l'inhibiteur des GSK3 SB 20^M pendant 1, 2, 
4, 6, 8, 16 ou 24h. L'immunobuvardage à la figure 14A nous indique que 
l'augmentation de l'expression protéique de BIM débute après 16h (1.46X) de 
traitement au SB, toutefois celle-ci est beaucoup plus importante après 24h (3.45X). 
Nous avons donc choisi de pré-traiter les cellules PANC-1 pendant 24h avec 
0.001% DMSO ou le SB 20|iM avant d'ajouter la cycloheximide 25jag/mL pour 1, 2, 
4 et 6h afin de bloquer la synthèse protéique (Figure 14B). Nous avons remarqué 
un maintien du niveau d'expression de la protéine BIM, plus particulièrement après 
2 et 4h de traitement avec la cycloheximide dans les cellules traitées avec le SB 
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Figure 14 Effet de l'inhibiteur SB216763 sur la stabilité de BIM 
A. Les cellules PANC-1 ont été traitées 1, 2, 4, 6, 8, 16 et 24h avec 
l'inhibiteur des GSK3 SB 20jaM ou 24h avec 0.001% DMSO comme contrôle. B. 
Les cellules PANC-1 ont été pré-traitées 24h avec 0.001% DMSO ou l'inhibiteur SB 
20|aM avant d'ajouter la cycloheximide (CHX) 25|a,g/mL pour 1, 2, 4 et 6h. A. et B. 
Le niveau d'expression protéique de BIM a été évalué par immunobuvardage. C. 
Représentation graphique des niveaux d'expression protéique de BIM des cellules 
PANC-1 traitées en B (n=2). 
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(Figure 14C). Donc, l'inhibition de l'activité des GSK3 stabilise la protéine BIM dans 
les cellules pancréatiques tumorales humaines. 
4. Effet de l'inhibition de l'activité des GSK3 sur les cascades de 
signalisation PI3K/AKT et ERK1/2 
Les cascades de signalisation PI3K/AKT et MAPK ERK1/2 sont 
généralement associées à la survie cellulaire et sont aussi fréquemment altérées 
dans la tumorigenèse. D'ailleurs, l'inhibition prolongée de la voie MEK/ERK induit 
l'apoptose des cellules pancréatiques tumorales humaines (BOUCHER at al., 
2000). Par conséquent, nous avons vérifié si ces voies étaient inhibées lors de 
l'inhibition des GSK3, ce qui pourrait expliquer l'induction de l'apoptose observée. 
Afin d'évaluer l'activité de ces voies, nous avons regardé l'expression des protéines 
actives, AKT phosphorylée sur Ser473 et ERK1/2 phosphorylée sur Thr202/Tyr204, 
par rapport à l'expression totale de ces protéines respectivement. Nous n'avons 
observé aucune modulation significative de l'expression des formes phosphorylées, 
donc actives, et totales d'AKT et d'ERK1/2 dans les cellules PANC-1 traitées 
pendant 24, 48 et 72h avec l'inhibiteur SB 20(aM (Figure 15). Malgré une légère 
diminution de la forme phosphorylée sur Ser473 d'AKT dans les cellules PANC-1 
traitées pendant 72h avec le SB, ces résultats suggèrent que les voies PI3K/AKT et 
ERK1/2 ne sont pas impliquées dans l'apoptose induite par l'inhibition prolongée de 
l'activité des GSK3. 
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5. Effet de l'inhibition de l'activité des GSK3 sur les autres 
cascades de signalisation MAPK 
Comme les voies PI3K/AKT et ERK1/2 n'étaient pas modulées par l'inhibition des 
GSK3, nous avons vérifié l'effet du SB sur les autres voies MAPK, p38 et JNK, 
reconnues pour favoriser la mort cellulaire. Tout d'abord, l'expression protéique de 
la forme active de p38, phosphorylée sur Thr180/Tyr182, a été examinée dans les 
cellules PANC-1 traitées pendant 24, 48 et 72h avec l'inhibiteur spécifique des 
GSK3 SB 20^M. Aucun changement ne fut observé, i.e. dans les cellules 
pancréatiques tumorales humaines, l'activité p38 (expression de p38 phosphorylée) 
est très faible (absente) et non modulée par le SB (données non montrées). Pour 
confirmer que la voie de p38 n'était pas impliquée dans l'apoptose induite par 
l'inhibition des GSK3, nous avons traité les cellules PANC-1 pendant 24, 48 et 72h 
avec 0.001% DMSO ou l'inhibiteur des GSK3 SB 20jaM seul ou combiné avec 
l'inhibiteur pharmacologique spécifique de p38 SB203580 20|Jvl (Figure 16A). 
L'inhibition spécifique de p38 ne prévient pas le clivage de PARP induit par le 
traitement au SB. Cependant, il est à noter que l'inhibiteur pharmacologique 
SB203580 n'inhibe que les isoformes de p38 a et p et non, les isoformes p38 ô et y. 
Donc, l'activité de la voie des p38 MAPK (a et P) ne semble pas être impliquée dans 
l'apoptose induite par l'inhibition des GSK3. 
73 
Figure 15 Effet du traitement des cellules PANC-1 avec l'inhibiteur SB216763 
sur les voies AKT et ERK1/2 
Les cellules PANC-1 ont été traitées 24, 48 et 72h avec 0.001% DMSO ou 
l'inhibiteur des GSK3 SB 20)a.M. Les niveaux d'expression protéique d'AKT, 
phospho-AKT (Ser473), ERK1/2, phospho-ERK1/2 (Thr202/Tyr204) et de la 
GAPDH ont été évalués par immunobuvardage. 
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Finalement, nous avons étudié l'activation de la voie JNK en évaluant 
l'expression protéique de la forme active des JNK/SAPK phosphorylées sur 
Thr183/Tyr185. Le traitement des cellules PANC-1 avec l'inhibiteur des GSK3 SB 
20(aM pendant 24, 48 et 72h induit l'augmentation de la forme active des JNK 
(Figure 16B). Nous avons observé l'augmentation du niveau d'expression protéique 
des JNK phosphorylées sur Thr183/Tyr185, et non des formes totales. De plus, 
l'expression protéique des formes totale et phosphorylée sur Ser63 de c-Jun, une 
cible de JNK, est plus élevée dans les cellules PANC-1 traitées avec le SB par 
rapport aux cellules traitées avec le DMSO (Figure 16B). Bref, l'inhibition de 
l'activité des GSK3 dans les cellules PANC-1 active la voie JNK/SAPK suggérant 
son implication possible dans l'apoptose induite. 
6. Implication de l'activation de la voie JNK dans l'apoptose 
induite par l'inhibition de l'activité des GSK3 dans les cellules 
pancréatiques tumorales humaines 
Il a été démontré que l'activation soutenue des JNK, par la cisplatine, les UV 
ou les rayons y, induisait la mort cellulaire (CHEN et al., 1996 et SÂNCHEZ-PEREZ, 
MURGUÎA et PERONA, 1998). Comme l'inhibition des GSK3 activait de façon 
soutenue les JNK, nous avons voulu examiner si l'activation de la cascade de 
signalisation JNK était impliquée dans l'apoptose induite par l'inhibition des GSK3. 
Nous avons effectué le traitement combiné des cellules PANC-1 avec des 
inhibiteurs des GSK3 (SB 2Q^M) et des JNK (SP600125 25^M) pendant 24, 48 et 
72h (Figure 17). Premièrement, l'efficacité d'inhibition des JNK par l'ajout du 
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Figure 16 Effet du traitement des cellules PANC-1 avec l'inhibiteur SB216763 
sur les voies p38 et JNK 
A. Les cellules PANC-1 ont été traitées avec 0.001% DMSO ou l'inhibiteur 
des GSK3 SB 20j^M ± l'inhibiteur pharmacologique spécifique de p38, le SB203580 
20jaM. Les niveaux d'expression protéique des formes totale et clivée de PARP ont 
été visualisés par immunobuvardage. B. Les cellules PANC-1 ont été traitées 
pendant 24, 48 et 72h avec 0.001% DMSO ou l'inhibiteur SB 20^iM. Les niveaux 
d'expression de phospho-JNK/SAPK (Thr183/Tyr185), JNK/SAPK, phospho-c-Jun 
(Ser63) et c-Jun ont été évalués par immunobuvardage. 
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SP600125 25[iM est démontrée par le blocage de l'augmentation de l'expression de 
c-Jun phosphorylée sur Ser 63 via JNK, induite par le SB. De plus, l'augmentation 
de l'expression protéique totale de c-Jun due au traitement SB est également 
atténuée par l'ajout du SP600125 (Figure 17). Quant à l'induction de l'apoptose, 
nous avons observé que l'ajout d'un inhibiteur pharmacologique des JNK limite le 
clivage de PARP induit par le traitement avec le SB 20p,M dans les cellules PANC-1 
(Figure 17). Également, le traitement combiné des inhibiteurs SB et SP600125 
prévient l'augmentation de l'expression protéique de BIM et de la forme clivée de la 
caspase 7. Néanmoins, l'ajout de l'inhibiteur de JNK n'empêche pas la diminution 
de la protéine BCL-2 engendrée par le SB dans les cellules PANC-1. Bref, 
l'activation de la voie JNK par l'inhibition de l'activité des GSK3 dans les cellules 
PANC-1 est requise pour 1- le clivage de PARP, 2- l'activation de la caspase 7 et 
3- l'augmentation de l'expression de BIM. 
Dans le but d'investiguer la contribution de la signalisation JNK dans 
l'apoptose induite par l'inhibition des GSK3, nous avons regardé si la cible des JNK, 
c-Jun, était nécessaire. D'abord, l'expression de c-Jun a été diminuée dans les 
cellules PANC-1 par la transfection transitoire d'un siARN spécifique pour c-Jun et 
l'activité des GSK3 a été inhibée à l'aide de l'inhibiteur SB. Nous avons noté que 
l'expression protéique de c-Jun est diminuée dans les cellules PANC-1 transfectées 
avec le sic-Jun par rapport aux cellules transfectées avec le siContrôle, autant dans 
les cellules traitées 48 et 72h avec le DMSO (22 et 21%) ou le SB (32 et 51%) 
; (Figure 18A). Cette diminution de l'expression de c-Jun empêche significativement 
l'augmentation de 2.3 fois de l'expression protéique de BIM induite par le traitement 
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Figure 17 Effet du traitement combiné avec les inhibiteurs spécifiques des 
GSK3 et des JNK dans les cellules PANC-1 
Les cellules PANC-1 ont été traitées avec 0.001% DMSO ou l'inhibiteur des GSK3 
SB 20^M ± l'inhibiteur pharmacologique spécifique des JNK, le SP600125 (SP) 
25|uM. L'expression protéique de phospho-c-Jun (Ser63), c-Jun, la forme clivée de 
PARP, BIM, BCL-2, la GAPDH et les formes clivée et totale de la caspase 7 a été 
observée par immunobuvardage. 
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au SB 20(aM. Par contre, la diminution de l'expression protéique de BCL-2 due au 
traitement SB n'est pas prévenue par la baisse de l'expression de c-Jun dans les 
cellules PANC-1. Parallèlement, nous avons observé une diminution de 
l'expression de c-Jun, par le même siARN, dans les cellules MIA PaCa2 traitées 48 
et 72h avec le DMSO (63 et 35%) ou le SB (42 et 40%) (Figure 18B). Des résultats 
similaires ont été obtenus dans cette lignée où la diminution de c-Jun n'empêche 
pas le clivage de PARP. Cependant, nous avons observé un retard de migration de 
BIM dans les cellules contrôles traitées avec le SB et qui est atténué par la 
diminution de c-Jun (Figure 18B). Ceci suggère une modification post-
traductionnelle de BIM suite à l'inhibition de l'activité des GSK3 et cette modification 
semble être influencée par c-Jun. Toutefois, la diminution de c-Jun dans les 
cellules MIA PaCa2 ne semble pas empêcher significativement l'augmentation de 
BIM par le SB. Bref, il semble que l'activation de la signalisation JNK-c-Jun est 
nécessaire à la modulation de l'expression protéique de BIM ou des modifications 
post-traductionnelles qui y sont apportées dans les cellules pancréatiques 
tumorales humaines suite à l'inhibition des GSK3. 
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Figure 18 Contribution de c-Jun dans la modulation de BIM induite par le 
traitement au SB216763 dans les cellules PANC-1 et MIA PaCa2 
Les cellules A. PANC-1 et B. MIA PaCa2 ont d'abord été transfectées avec 
un siARN spécifique pour c-Jun 100nM ou un siARN Contrôle 100nM. Puis, 24h 
post-transfection, les cellules ont été traitées avec 0.001% DMSO ou l'inhibiteur 
spécifique des GSK3 SB 20|aM pendant 48 et 72h. Les niveaux d'expression 
protéique de c-Jun, c-Jun phosphorylée sur Ser63, BIM, BCL-2 et de la GAPDH ont 
été évalués par immunobuvardage. 
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7. Effet de l'activation de la voie JNK par MEKK1 dans les cellules 
pancréatiques tumorales humaines 
Nous avons ensuite regardé si l'activation de la voie JNK, qui est nécessaire 
pour l'augmentation de BIM, l'activation de la caspase 7 et le clivage de PARP 
induit par l'inhibition des GSK3 par le SB (Figure 17), était suffisante pour induire 
l'apoptose. À cet égard, nous avons généré des populations stables de cellules 
PANC-1 exprimant la MAPKKK, MEKK1 de type sauvage inductible (MEKK WT), 
afin de stimuler les JNK. Agissant comme contrôles, des populations stables de 
cellules PANC-1 exprimant le vecteur vide (pBABE) ou un MEKK1 inactive (MEKK1 
KD) ont été utilisées. Un traitement avec du 4HT (4-Hydroxytamoxifène) 100nM a 
été effectué pour induire l'activité MEKK1 et stimuler l'activation des JNK dans les 
cellules. Nous avons observé l'activation de la voie JNK, suite à l'induction du 
MEKK1 WT par le 4HT dans les cellules PANC-1 pendant 8 et 16h, par 
l'augmentation de 7.06 et 7.16 fois respectivement de l'expression de la forme 
phosphorylée sur Ser63 de c-Jun (Figure 19A). Toutefois, l'expression de BIM ne 
varie pas dans les cellules MEKK1 WT stimulées, comparativement aux cellules 
contrôles (pBABE et MEKK1 KD). Puisque la phosphorylation ERK1/2-dépendante 
de BIM mène à sa dégradation (LEY, ERWING et COOK, 2005), nous avons 
regardé si l'expression des ERK1/2 actives, phosphorylées sur Thr202/Tyr204 était 
modulé et pouvait expliquer le manque d'effet sur BIM. Nous avons observé une 
augmentation de 2.5 à 3.4 fois des ERK1/2 phosphorylées dans les cellules pBABE, 
MEKK1 WT et MEKK1 KD traitées pendant 8 et 16h au 4HT, pjar rapport aux 
cellules non traitées (Figure 19A). Nous avons ensuite évalué l'effet de l'activation 
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Figure 19 Effet de l'activation des JNK par MEKK1 sur l'expression de BIM et 
de PARP dans les cellules PANC-1 
Les cellules PANC-1 ont été infectées avec des rétrovirus exprimant un 
MEKK1 WT, MEKK1 KD ou le vecteur vide pBABE. Une sélection à la puromycine 
a été effectuée pendant 10 jours. A. Les populations de cellules stables MEKK1 
WT, MEKK1 KD et pBABE ont été traitées au 4HT 100nM pendant 0, 8 et 16h. Les 
cellules ont été lysées et les niveaux d'expression de c-Jun phosphorylée sur 
Ser63, de BIM et des ERK1/2 phosphorylées sur Thr202/Tyr204 ont été évalués par 
immunobuvardage. B. Les populations de cellules stables MEKK1 WT, MEKK1 KD 
et pBABE ont été stimulées au 4HT 100nM pendant 0,24 et 48h, sans ou avec 
l'inhibiteur SB 20u,M. Les cellules ont été lysées et les niveaux d'expression de c-
Jun phosphorylée sur Ser63, de PARP clivée et de BIM ont été évalués par 
immunobuvardage. 
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soutenue des JNK par l'induction de MEKK1 WT sur l'apoptose, par l'ajout de 4HT 
pendant 24 et 48h. Une augmentation de l'expression de c-Jun phosphorylée sur 
Ser63 dans les cellules MEKK1 WT induites au 4HT pendant 24 et 48h (4.24X et 
4.52X respectivement) a été observée et confirme l'activation des JNK (Figure 19B). 
Cette activation des JNK dans les cellules MEKK1 WT ne module pas l'expression 
de BIM et n'induit pas le clivage de PARP. De plus, l'ajout de l'inhibiteur des GSK3, 
le SB 20u,M, pendant 48h entraîne une augmentation de l'expression de BIM 
(4.07X) et de la forme clivée de PARP (2.84X) dans les cellules MEKK1 WT, ainsi 
que dans les cellules pBABE et MEKK1 KD stimulées au 4HT (Figure 19B). Donc, 
l'activation de la voie JNK par MEKK1 dans les cellules pancréatiques tumorales 
humaines semble insuffisante pour induire l'augmentation de BIM et l'apoptose. 
8. Effet de l'inhibition de l'activité des GSK3 sur la progression de 
la phase G1 du cycle cellulaire dans les cellules pancréatiques 
tumorales humaines 
Jusqu'à présent, nous avons démontré que l'activité des GSK3 est 
essentielle pour la survie des cellules pancréatiques tumorales humaines. Étant 
donné que plusieurs cibles des GSK3 sont impliquées dans le cycle cellulaire, 
l'inhibition de l'activité des GSK3 risque également d'influencer la prolifération 
cellulaire. Le deuxième objectif du présent projet était donc d'évaluer le rôle des 
GSK3 dans la prolifération des cellules pancréatiques tumorales humaines. Nous 
avons observé plus tôt que l'inhibition des GSK3 pendant 24h module l'activité des 
JNK et l'expression de BIM et de BCL-2, en plus d'induire l'apoptose après 48h. 
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Donc, pour évaluer l'effet de l'inhibition des GSK3 sur la prolifération cellulaire, nous 
avons traité les cellules pendant 16h avec les inhibiteurs, temps où l'apoptose n'est 
pas encore observée. 
Tout d'abord, nous nous sommes intéressés à l'effet de l'inhibition de 
l'activité des GSK3 sur la capacité proliférative des cellules pancréatiques 
tumorales humaines. Pour cela, nous avons étudié l'activité transcriptionnelle des 
membres de la famille E2F, élément clé du point de restriction du cycle cellulaire, à 
l'aide du gène rapporteur E2F-TA luciférase. Le vecteur E2F-TA luciférase contient 
4 copies d'une partie d'un promoteur reconnue spécifiquement par les E2Fs 
couplées à la luciférase de luciole. Nous avons observé une diminution de 30+11 % 
(p=0.004) (n=5) de l'activité E2F-TA luciférase dans les cellules PANC-1 
surexprimant l'inhibiteur endogène des GSK3 (FRAT1 WT) par rapport aux cellules 
contrôles (pcDNA3) (Figure 20A). Ce résultat nous indique que l'activité des GSK3 
affecte la capacité proliférative des cellules PANC-1 et suggère que l'inhibition des 
GSK3 empêche l'atteinte du point de restriction de la phase G1 du cycle cellulaire. 
Ensuite, nous avons confirmé l'inhibition dé l'activité des GSK3 par l'expression de 
FRAT1 WT en regardant l'activité transcriptionnelle TCF/p-caténine dépendante à 
l'aide des gènes rapporteurs TOPflash et FOPflash (contrôle négatif) luciférases. 
Nous avons inhibé, dans les cellules HEK293T transfectées avec le gène 
rapporteur TOP ou FOP flash luciférase, l'activité des GSK3 par l'expression de 
l'inhibiteur endogène FRAT1 WT et comme contrôle par le traitement avec 
l'inhibiteur SB; 20u,M (Figure 20B). Une induction de l'activité transcriptionnelle TCF 
de 13.3±0.2 fois est observée dans les cellules surexprimant l'inhibiteur endogène 
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des GSK3, FRAT1 WT par rapport aux cellules contrôles. Parallèlement, le 
traitement au SB des cellules HEK293T pendant 24h augmente l'activité 
transcriptionnelle TCF de 4.7±0.1 fois. 
En second lieu, nous avons regardé l'expression des protéines de la famille 
RB, un élément important du point de restriction contrôlant la transition des phases 
G1/S du cycle cellulaire. Comme mentionné dans l'introduction, 
l'hyperphosphorylation des protéines de la famille RB permet la libération des 
facteurs de transcription E2F qui sont nécessaires à la progression du cycle 
cellulaire. La privation en sérum des cellules MIA PaCa2 pendant 48h bloque leur 
progression en phase G1, ce qui permet de les synchroniser. L'expression 
majoritaire des formes hypophosphorylées de pRb et de p130 dans les cellules 
privées en sérum confirme l'arrêt des cellules en phase G1 (Figure 21A-B). L'ajout 
de sérum 1% à ces cellules induit l'entrée dans le cycle cellulaire démontrée par 
l'augmentation de l'expression des formes hyperphosphorylées de pRb et de p130. 
Nous avons observé que l'inhibition de l'activité des GSK3 avec le LiCI 20mM 
(connu pour inhiber les GSK3 (JOPE, 2003)) ou avec l'inhibiteur AR 25jJvl empêche 
l'hyperphosphorylation de pRb induite par le sérum (Figure 21A-B). De plue, le 
traitement avec le AR bloque aussi l'hyperphosphorylation de p130 induite par le 
sérum 1% (Figure 21 B). 
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Figure 20 Effet de l'inhibition des GSK3 sur la prolifération des cellules 
pancréatiques tumorales humaines 
A. Les cellules PANC-1 ont été ensemencées dans des plaques de 24 puits. 
Le lendemain, les cellules ont été transfectées avec 0. V g d'ADN d'intérêt (FRAT1 
WT ou pcDNA3), 0.1 u.g du gène rapporteur E2F-TA luciférase et 0.002u.g de Rénilla 
luciférase. Puis, 48h post-transfection, les cellules ont été lysées et l'activité 
luciférase a été mesurée à l'aide d'un luminometre. Le ratio E2F-TA/Rénilla 
luciférase est représenté dans le graphique et le ratio des cellules transfectées avec 
pcDNA3 a été ramené à 100% (n=5 (triplicata) **=p<0.01). B. Les cellules HEK293T 
ont été ensemencées dans des plaques de 24 puits. Le lendemain, les cellules ont 
été transfectées avec 0.1 u,g de gènes rapporteurs Top ou Fop flash luciférase et 
0.002u.g de Rénilla luciférase. Une partie de ces cellules ont été co-transfectées 
avec 0.1 ug d'ADN d'intérêt : FRAT1 WT ou pcDNA3 (contrôle). Ensuite, 24h post-
transfection, les cellules transfectées seulement avec les gènes rapporteurs, ont été 
traitées pendant 24h avec 0.001% DMSO ou l'inhibiteur des GSK3 SB 20u.M. Puis, 
48h post-transfection, les cellules ont été lysées et l'activité luciférase a été 
mesurée à l'aide d'un luminometre. Les ratios Top flash/Rénilla sur Fop 
flash/Rénilla luciférase sont représentés dans le graphique. n=2 (triplicata) 
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Ensuite, nous avons évalué l'expression des facteurs de transcription E2F1 
et E2F4 puisqu'ils sont généralement associés à pRb et à p130 respectivement. 
D'abord, nous avons observé un niveau d'expression constant de la protéine E2F4 
dans les cellules MIA PaCa2 privées en sérum puis stimulées ou non avec 1% FBS 
pendant 16h. Par contre, le traitement des cellules privées en sérum avec le LiCI 
20mM + 1% FBS pendant 16h diminue l'expression de la protéine E2F4 de 71% 
(Figure 21 A). Également, l'addition de 1% FBS dans les cellules MIA PaCa2 
privées en sérum induit l'augmentation (3.15X) de l'expression de la protéine E2F1 
(Figure 21 A) et le traitement au LiCI 20mM + 1% FBS pendant 16h prévient cet effet 
(Figure 21A). Enfin, la diminution de l'expression protéique d'E2F4 (38%) induite 
par l'inhibition de l'activité des GSK3 est confirmée par le traitement des cellules 
MIA PaCa2 privées en sérum avec un autre inhibiteur des GSK3, le AR 25|j.M + 1% 
FBS pendant 16h (Figure 21 B). 
En dernier lieu, nous avons étudié l'expression de d'autres protéines 
impliquées dans la progression des phases G1/S du cycle cellulaire. Nous 
observons que l'inhibition des GSK3 module faiblement la cycline A puisque les 
traitements au LiCI 20mM + 1% FBS ou AR 25uJV1 + 1% FBS pendant 16h dans les 
cellules MIA PaCa2 privées en sérum empêchent l'augmentation de l'expression 
protéique de la cycline A normalement induite par le sérum (Figure 21A-B). De 
plus, le traitement avec le AR 25u.M + 1% FBS diminue l'expression de la protéine 
cycline D1 de 86% (Figure 21 B). Par contre, le traitement des cellules MIA PaCa2 
privées en sérum avec l'inhibiteur des GSK3 AR 25u.M /+ 1% FBS pendant 16h 
n'influence pas significativement l'expression de l'inhibiteur du cycle cellulaire 
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p27Kip1. Le traitement avec le AR pendant 16h augmente légèrement (21%) 
l'expression de l'inhibiteur du cycle cellulaire p21Cip1 par rapport à l'expression de 
p21 dans les cellules traitées avec 0.001% DMSO + 1% FBS (Figure 21 B). 
9. Activité des GSK3 durant la progression G1/S du cycle 
cellulaire des cellules pancréatiques tumorales humaines 
La transition de la phase G1 vers la phase S du cycle cellulaire est caractérisée par 
le passage du point de restriction et plus précisément l'hyperphosphorylation des 
protéines de la famille RB. Jusqu'à présent, nous avons démontré que l'inhibition 
de l'activité des GSK3 en phase G1 dans les cellules pancréatiques tumorales 
humaines 1- prévient l'hyperphosphorylation de pRb et de p130 induite par le 
sérum, 2- diminue l'expression des protéines E2F1 et E2F4 et 3- diminue 
l'expression de la cycline D1. Puisque l'inhibition des GSK3 empêche l'atteinte du 
point de restriction et que les GSK3 régulent plusieurs protéines impliquées dans la 
phase G1, nous avons évalué l'activité des GSK3 au cours de la transition G1/S. 
Afin de déterminer le moment précis de l'atteinte du point de restriction, nous avons 
bloqué les cellules PANC-1 en phase G1 en les privant de sérum pendant 48h. 
Puis, nous avons stimulé leur entrée dans le cycle cellulaire avec l'ajout de sérum 
1% pendant 2, 4, 6, 8, 9, 10, 16 et 24h. Nous avons observé la transition de la 
forme hypophosphorylée vers celle hyperphosphorylée des protéines pRb et p130 
après 9-1 Oh de stimulation avec 1% dé sérum (Figure 22). 
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Figure 21 Effet de l'inhibition de l'activité des GSK3 sur l'expression des 
protéines du cycle cellulaire dans les cellules MIA PaCa2 
Les cellules MIA PaCa2 ont été ensemencées et puis privées en sérum pendant au 
moins 48h. Ensuite, les cellules ont été traitées avec A. du NaCI 20mM (contrôle) 
ou du LiCI 20mM dans du milieu DMEM 1% FBS, B. 0.001% DMSO ou l'inhibiteur 
spécifique des GSK3 AR 25u.M dans du milieu DMEM 1% FBS pendant 16h, avant 
d'être lysées. Le niveau d'expression protéique de pRb, p130 (RB2), E2F4, E2F1, 
Cycline A, Cycline D1, p27Kip1, p21Cip1 et de la GAPDH a été évalué par 
immunobuvardage. 
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Quant à l'activité des GSK3 au cours de la progression G1/S du cycle 
cellulaire, nous l'avons évaluée à l'aide du niveau d'expression des GSK3 a et p 
inactives donc, phosphorylées sur Ser21 et Ser9 respectivement. Nous avons 
observé un très faible niveau d'expression protéique des formes phosphorylées des 
GSK3 dans les cellules PANC-1 privées en sérum pendant 48h (Figure 22). Lors 
de l'induction de l'entrée dans le cycle cellulaire par l'addition de 1% FBS, le niveau 
d'expression des GSK3 inactives augmente considérablement dès 2h de stimulation 
au sérum et est maintenue jusqu'à 10h, pour ensuite diminuer à 16 et 24h (Figure 
22). En revanche, le niveau d'expression totale des protéines GSK3 a et p ne varie 
pas en réponse au sérum (Figure 22). Ces résultats suggèrent que les GSK3 sont 
inactivées suite à l'ajout du sérum 1% et ensuite réactivées après 10h, temps 
correspondant à l'atteinte du point de restriction de la phase G1 des cellules PANC-
1. Des résultats similaires ont également été observés dans les cellules MIA PaCa2 
et BxPC3 (données non montrées). 
Parallèlement, la figure 22 révèle l'activation typique d'AKT en réponse au 
sérum lors de la phase G1. En effet, le niveau d'expression d'AKT active 
phosphorylée sur Ser473 augmente dès 2h de stimulation avec 1% FBS et elle est 
maintenue jusqu'à 10h (Figure 22). Nous avons aussi remarqué l'activation rapide 
caractéristique des ERK1/2 en réponse au sérum, soit l'augmentation de 
l'expression des protéines ERK1/2 actives phosphorylées sur Thr202/Tyr204, après 
2h de stimulation avec 1% de sérum et qui revient au niveau basale après 6h 
(Figure 22). Le niveau d'expression totale des protéjnes AKT et ERK1/2 n'est pas 
j i 
influencé par l'ajout de sérum 1 %. 
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Figure 22 Phosphorylation des GSK3 en réponse au sérum dans les cellules 
pancréatiques tumorales humaines 
Les cellules PANC-1 ont été ensemencées et le lendemain, elles ont été 
privées en sérum pendant au moins 48h. Ensuite, les cellules ont été incubées 
avec du DMEM contenant 1% FBS pendant 2, 4, 6, 8, 9, 10, 16 et 24h avant d'être 
lysées. Les niveaux d'expression protéique de pRb, p130 (RB2), phospho-GSK3 
a/p (Ser21/Ser9), GSK3a, GSK3p, phospho-AKT (Ser473), AKT, phospho-ERK1/2 
(Thr202/Tyr204) et d'ERK1/2 ont été visualisés par immunobuvardage. 
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10. Effet de l'inhibition transitoire de l'activité des GSK3 durant la 
phase G1/S du cycle cellulaire dans les cellules PANC-1 
Nos observations précédentes suggèrent l'inactivation des GSK3 au cours du 
début de la phase G1 et leur réactivation en phase G1 tardive du cycle cellulaire 
dans les cellules pancréatiques tumorales humaines. Puisque les GSK3 sont 
inactives en début de phase G1 (0-1 Oh), nous avons supposé que l'inhibition de leur 
activité dans cette période n'influencera pas la progression dans le cycle cellulaire. 
Afin de le prouver, nous avons traité des cellules PANC-1 privées en sérum 
pendant 48h avec l'inhibiteur des GSK3 SB 20uiM + 1% FBS pendant 10h, avant de 
les incuber 6h supplémentaires sans inhibiteur des GSK3 (SB). La figure 23A 
démontre que l'inhibition de l'activité des GSK3 entre 0 et 10h de stimulation avec 
1% de sérum n'empêche pas l'hyperphosphorylation de pRb et de p130 induite par 
l'ajout de 1% FBS pendant 16h. Ces résultats suggèrent que l'activité des GSK3 
n'est pas indispensable en début de phase G1 du cycle cellulaire dans les cellules 
PANC-1. Pour vérifier le rôle des GSK3 en fin de phase G1 (10-16h), moment où 
les GSK3 semblent être réactivées (Figure 22), nous avons traité les cellules PANC-
1 privées en sérum sans ou avec l'inhibiteur SB 20LIM combiné avec 1% FBS entre 
10 et 16h de la stimulation avec le sérum. La figure 23B montre que l'inhibition de 
l'activité des GSK3 lors de leur réactivation entre 10 et 16h de stimulation au sérum 
(Figure 22) prévient la phosphorylation de pRb sur Ser807/811, ainsi que 
l'hyperphosphorylation de pRb et de p130 due à l'addition pendant 16h de 1% FBS. 
De plus, l'expres'sion protéique d'E2F1 et d'E2F4 est plus faible dans les cellules 
traitées au SB 20^M + 1% FBS entre 10 et 16 par rapport aux cellules traitées avec 
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le DMSO + 1% FBS (Figure 23B). Donc, l'inhibition de l'activité des GSK3 en fin de 
phase G1 (10-16h) diminue de 29% l'expression d'E2F4 et bloque également 
l'augmentation d'E2F1 en réponse au sérum. Par contre, le traitement au SB 20^M 
+ 1% FBS entre 10-16h n'influence pas les protéines associées à la phase G1 du 
cycle cellulaire: cycline D1, cycline E, cdk2 et p27Kip1. Ces résultats proposent 
l'importance particulière de l'activité des GSK3 durant la phase G1 tardive du cycle 
cellulaire. 
11. Présence de complexes formés des GSK3 et de protéines 
membres des familles RB et des E2F 
Nos observations précédentes suggèrent que les GSK3 jouent un rôle 
essentiel, particulièrement en fin de phase G1 de la progression du cycle cellulaire. 
Nous avons observé que l'activité des GSK3 est impliquée notamment au niveau de 
la régulation des protéines membres de la famille RB et des E2F. De plus, 
l'inhibition des GSK3 empêche la phosphorylation de pRb sur Ser807/811 induite 
par l'ajout de sérum, deux sites de phosphorylation possible des GSK3 prédit par 
analyse informatique via Netphos (Figure 23B). Il a été observé que GSK3P peut 
s'associer avec E2F1 (GARCIA-ALVAREZ et al., 2007 et ZHOU et al., 2008), en 
plus de pouvoir également phosphoryler p130 (LITOVCHICK, CHESTUKHIN et 
DECAPRIO, 2004). Donc, nous avons vérifié si dans notre système, les GSK3 
pouvaient interagir directement avec ces protéines et à cette fin, nous avons 
/ d'abord immunoprécipité la protéine pRb dans/ les cellules PANC-1 et évalué la 
présence de GSK3 liées. Nous avons noté l'efficacité de l'immunoprécipitation de 
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Figure 23 Effet de l'inhibition transitoire des GSK3 au cours de la progression 
de la phase G1 dans les cellules PANC-1 
Les cellules PANC-1 ont été ensemencées et le lendemain, elles ont été 
privées en sérum pendant au moins 48h. A. Les cellules ont été traitées avec 
0.001% DMSO ou l'inhibiteur des GSK3 SB 20LIM dans du milieu DMEM contenant 
1% FBS pendant 10h. Puis, les cellules ont été rincées avec du DMEM contenant 
1% de sérum avant d'être incubées avec 1% FBS sans inhibiteur pendant 6h 
supplémentaires. Les niveaux d'expression protéique de pRb et de p130 (RB2) ont 
été évalués par immunobuvardage. B. Les cellules privées en FBS ont été 
incubées pendant 10h dans du milieu contenant 1% de FBS avant d'être traitées 
avec 0.001% DMSO ou l'inhibiteur SB 20uM dans du milieu DMEM 1% FBS 
pendant 6h supplémentaires. Les niveaux d'expression protéique de pRb, 
phospho-pRb (Ser807/811), p130 (RB2), E2F1, E2F4, cycline D1, cycline E, cdk2, 
p27Kip1 et de la GAPDH ont été évalués par immunobuvardage. 
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pRb grâce à sa diminution d'expression au niveau du surnageant ainsi qu'à sa forte 
expression dans les immunoprécipités (Figure 24A). La présence de 
GSK3p (Figure 24A) et de GSK3oc (Figure 24A) dans les immunoprécipités de pRb 
a été observée. En plus, nous avons également observé la présence d'E2F1, 
connu pour lier pRb (TRIMARCHI et LEES, 2002), dans les immunocomplexes 
(Figure 24A). Donc, la co-immunoprécipitation de pRb, E2F1 et GSK3 (p) suggère 
que ces protéines forment différents complexes. Nous supposons que des 
complexes similaires formés de pRb ou E2F1 et de GSK3cc peuvent être également 
retrouvés. De plus, la figure 24B montre l'immunoprécipitation d'E2F4 dans les 
cellules PANC-1, ainsi que la co-immunoprécipitation de p130 et de GSK3p. Ce 
résultat propose la formation d'un second complexe composé de E2F4 et de 
GSK3p. Bref, nous avons observé la présence des complexes GSK3p-pRb et 
GSK3p-E2F4 dans les cellules PANC-1. 
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Figure 24 Liaison des GSK3 avec des protéines de la famille RB et de la 
famille des E2F 
D'abord, 900^ig d'extraits protéiques de cellules PANC-1 ont été utilisés pour 
immunoprécipiter A. pRb à l'aide de 6\iL d'anticorps (lot M032700) et B. E2F4 à 
l'aide de 7jaL d'anticorps (lot G1808). Les extraits protéiques ont été incubés 3h 
avec les anticorps, puis les immunocomplexes ont été formés par l'ajout de 60^L de 
protéine-G-sépharose pendant 1h. Ensuite, 3 lavages avec du tampon triton ont été 
effectués en prenant soin de garder le premier surnageant avant de resuspendre 
les immunocomplexes dans 50^L de Laemmli 4X. Enfin, 20|j.g d'extrait protéique 
de départ (Lysat total) et du surnageant, en plus des immunoprecipitations ont été 
visualisés par immunobuvardage. Les niveaux d'expression protéique de pRb, 
E2F1, GSK3 a et p (A.), ainsi que de p130, E2F4 et GSK3 p (B.) ont été évalués. 
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IV. Discussion 
1. L'activité des GSK3 est essentielle à la survie des cellules 
pancréatiques tumorales humaines et non des cellules d'origine 
non-tumorale 
Nous avons observé un ratio des GSK3 phosphorylées sur Ser21/9 
(inactives)/totales plus faible dans les cellules pancréatiques tumorales (BxPC3, 
MIA PaCa2 et PANC-1) comparativement aux cellules pancréatiques ductales 
immortalisées (HPDE6) (Figure 7A). Cette observation suggère une activité plus 
élevée des GSK3 dans les cellules pancréatiques tumorales humaines par rapport 
aux cellules pancréatique non-tumorales. Ce résultat concorde avec d'autres 
études qui ont rapporté une surexpression des GSK3 dans les adénocarcinomes 
pancréatiques par rapport aux tissus de pancréas normaux (OUGOLKOV et al., 
2006 et PASCA Dl MAGLIANO et al., 2007). Puisque l'activité plus élevée des 
GSK3 pourrait contribuer au phénotype transformé des cellules pancréatiques 
tumorales humaines, le premier objectif de mon projet était donc d'évaluer le rôle 
des GSK3 dans la survie de ces cellules. Pour ce faire, nous avons inhibé l'activité 
des GSK3 dans les cellules pancréatiques tumorales humaines et pancréatiques 
ductales immortalisées à l'aide d'inhibiteurs pharmacologiques et d'un shARN 
spécifique pour GSK3p. Tout d'abord, nous avons observé que l'inhibition de 
l'activité des GSK3 pendant 24, 48 et 72h à l'aide des inhibiteurs pharmacologiques 
i i 
AR et SB diminue l'activité métabolique des cellules MIA PaCa2 et PANC-1 comme 
en témoigne la réduction de l'absorbance due à la métabolisation du XTT (Figure 
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8A et B). Ces observations concordent avec d'autres études qui rapportent 
également une diminution de la viabilité de cellules pancréatiques tumorales 
humaines par l'inhibition des GSK3 (MAMAGHANI, PATEL et HEDLEY, 2009, 
OUGOLKOV et al., 2005 et WILSON et BALDWIN, 2008). Ensuite, nous avons 
vérifié l'impact de l'inhibition pharmacologique des GSK3 sur l'apoptose en utilisant 
le clivage de PARP comme marqueur (DURIEZ et SHAH, 1997). Nous avons noté 
une induction d'un processus apoptotique après 48 et 72h d'inhibition des GSK3 
avec l'inhibiteur pharmacologique SB ou par un shARN spécifique pour GSK3P 
dans les cellules PANC-1 (Figure 9). Une induction de l'apoptose a également été 
observée à partir de 48h dans les cellules MIA PaCa2 traitées avec deux inhibiteurs 
spécifiques des GSK3 différents (AR et BIO) (Figure 9B), ainsi que dans les cellules 
BxPC3 traitées avec le SB (données non montrées). Ceci suggère que la 
diminution de la viabilité observée est en partie due à une induction de l'apoptose et 
pourrait laisser croire que la diminution de viabilité à 24h serait plutôt associée à un 
effet sur la prolifération cellulaire. En effet, nos résultats ont montré que le 
traitement des cellules pendant 16h avec un inhibiteur des GSK3 inhibe la 
progression du cycle cellulaire (Figure 21). Un résultat similaire avait été obtenu par 
le groupe de Billadeau qui avait remarqué l'augmentation de l'index apoptotique par 
l'inhibition des GSK3 au niveau de lignées de cellules pancréatiques tumorales 
humaines, ainsi que dans un modèle de xénogreffe de cellules pancréatiques 
CAPAN2 (OUGOLKOV et al., 2005; 2006). Également, la délétion de GSK3p chez 
la souris est létale suggérant un rôle important pour cette protéine dans la survie 
cellulaire (HOEFLICH et al., 2000). De plus, ces effets de, l'inhibition de l'activité des 
GSK3 sur la viabilité cellulaire et l'apoptose sont également retrouvés au niveau de 
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cellules cancéreuses colorectales, un autre type de cancer où une surexpression 
des GSK3 est observée (SHAKOORI et al., 2005; 2007). Bref, nos résultats 
démontrent que l'activité des GSK3 est requise pour la survie des cellules 
pancréatiques tumorales humaines. 
Contrairement aux cellules pancréatiques tumorales, l'inhibition des GSK3 
par le traitement au SB n'entraîne aucun changement significatif du clivage de 
PARP dans les cellules pancréatiques ductales HPDE6, dont le phénotype se 
rapproche le plus de cellules ductales normales (OUYANG et al., 2000) (Figure 
10A), ni dans les cellules rénales HEK293T (Figure 10B). L'absence d'induction de 
l'apoptose suite à l'inhibition des GSK3 avait déjà été observé dans les cellules 
HEK293T (SHAKOORI et al., 2005), mais également dans les cellules épithéliales 
mammaires normales et les fibroblastes pulmonaires embryonnaires (OUGOLKOV 
et âl., 2005). De façon intéressante, nos résultats proposent pour la première fois 
que l'inhibition de l'activité des GSK3 induit l'apoptose seulement des cellules 
pancréatiques tumorales humaines et non des cellules pancréatiques normales. 
Ceci pourrait laisser supposer que l'activité des GSK3 pourrait être impliquée dans 
la tumorigenèse, puisqu'elle favorise la survie des cellules pancréatiques tumorales 
humaines. L'inhibition des GSK3, induisant l'apoptose des cellules pancréatiques 
tumorales et non des cellules normales, pourrait s'avérer un traitement potentiel 
pour le cancer pancréatique permettant de cibler spécifiquement les cellules 
cancéreuses. 
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2. L'inhibition prolongée de l'activité des GSK3 module l'équilibre 
des homologues BCL-2 et mène à l'activation des caspases 
effectrices 
Nous avons ensuite procédé à l'identification du mécanisme moléculaire 
impliqué dans l'apoptose induite par l'inhibition de l'activité des GSK3 dans les 
cellules pancréatiques tumorales humaines. Puisque la balance entre les 
homologues BCL-2 anti et pro-apoptotiques contrôle l'induction de l'apoptose 
(CORY et ADAMS, 2002), nous avons évalué leur expression protéique. Suite à 
l'inhibition des GSK3 à l'aide du SB dans les cellules PANC-1, nous avons observé 
une diminution de l'expression de BCL-2 après 24h, qui est maintenue jusqu'à 72h 
et une augmentation croissante de BIM jusqu'à 72h, deux homologues anti et pro-
apoptotiques respectivement (Figure 12A). La diminution du niveau d'expression 
de gènes cibles de la voie anti-apoptotique de NFKB, notamment BCL-2 et XIAP 
après 48h d'inhibition des GSK3 dans des cellules pancréatiques tumorales 
humaines a déjà été observée (MAMAGHANI, PATEL et HEDLEY, 2009 et 
OUGOLKOV et al., 2005; 2006). Ceci concorde avec nos résultats suggérant que 
l'inhibition de l'activité des GSK3 module l'expression des homologues BCL-2 en 
faveur des signaux pro-apoptotiques. Toutefois, nous avons observé une 
diminution de BCL-2 dès 24h, alors que le groupe de Billadeau avait observé une 
diminution significative de l'activité transcriptionnelle NFKB seulement après 48h 
d'inhibition des GSK3 (OUGOLKOV et al., 2005). De plus, nous n'avons pas 
observé de diminution significative de l'activité transcriptionnelle NFKB dans les 
cellules MIA PaCa2 traitées avec le SB pendant 24h (données non montrées). Ceci 
100 
suggère que la diminution de BCL-2 par l'inhibition des GSK3 pourrait ne pas être 
seulement due à une inhibition de la voie NFKB. Donc, d'autres voies modulées 
avant 48h pourraient diminuer l'expression de BCL-2, alors que l'inhibition de la voie 
NFKB par l'inhibition des GSK3 pourrait plutôt amplifier la diminution de BCL-2. 
L'augmentation de BIM observée par qPCR, nous indique une légère augmentation 
du transcrit de BIM suite à l'inhibition des GSK3 par le traitement au SB des cellules 
PANC-1 (Figure 13B). Néanmoins, nous devons répéter cette expérience de qPCR 
afin de confirmer l'augmentation du transcrit de BIM par le traitement au SB. 
L'expression de BIM peut être induite par FOX03a (DIJKERS et al., 2000) et il a été 
observé dans l'apoptose induite par le paclitaxel une drogue utilisée dans le 
traitements du cancer que l'activation des JNK module l'expression de BIM via 
FOX03a lorsqu'AKT est inhibée (SUNTERS et al., 2006). Toutefois, nous n'avons 
observé aucune modulation de la voie PI3K/AKT par l'inhibition des GSK3 (Figure 
15) qui puisse expliquer l'augmentation de BIM. L'induction de BIM via un site AP1, 
site de liaison de c-Jun, sur son promoteur a déjà été rapportée (BISWAS et al., 
2007), ce qui suggère que l'activation de la voie JNK-c-Jun par l'inhibition des 
GSK3 (Figure 16) pourrait contribuer à l'augmentation de BIM. Cependant, 
l'activation de la voie JNK-c-Jun à l'aide d'un MEKK1 inductible de type sauvage ne 
semble pas suffisante pour induire l'augmentation de BIM (Figure 19). Nous avons 
observé une activation d'ERK1/2 par le traitement avec le 4HT lors de l'induction de 
MEKK1 (Figure 19A) qui pourrait masquer la modulation de BIM par l'activation de 
la voie JNK-c-Jun puisque la phosphorylation ERK-dépendante de BIM mène à sa 
dégradation (LEY, ERWING et COOK, 2005).
 ;Ainsi, il serait intéressant de 
combiner un inhibiteur de la voie MEK/ERK1/2 (ex. :U0126) avec le 4HT lors de 
101 
l'induction de MEKK1 WT afin d'examiner la modulation de BIM par l'activation de la 
voie JNK-c-Jun. L'augmentation du transcrit de BIM était également accompagnée 
d'une stabilisation de la protéine lors d'une inhibition pharmacologique de GSK3. 
Nous avons observé, dans les cellules pré-traitées pendant 24h avec le SB, le 
maintien de l'expression de BIM après 2 et 4h, suite à l'ajout de cycloheximide 
(Figure 14B). La stabilité de BIM peut être modulée via sa phosphorylation par 
ERK1/2 qui est connue pour entraîner sa dégradation, alors qu'une phosphorylation 
par JNK favoriserait son activité pro-apoptotique (LEY et al., 2005). Aucune 
modulation des protéines ERK1/2 actives, ce qui aurait pu expliquer la stabilisation 
de BIM, n'a été observé (Figure 15). Par contre, cette observation pourrait être 
attribuable à une modulation de la voie JNK puisqu'une augmentation de l'activation 
de la voie JNK par le SB a été observée (Figure 16B). Ces effets transcriptionnel et 
de stabilisation protéique n'étant pas exclusif, il restera à décortiquer l'impact 
respectif de ceux-ci sur l'augmentation de BIM induite par l'inhibition des GSK3. 
Toutefois, l'augmentation tardive du transcrit de BIM propose un rôle initial de la 
stabilisation protéique dans l'augmentation de l'expression de BIM par l'inhibition 
des GSK3. 
Comme mentionné dans l'introduction, lors de l'apoptose, les caspases 
effectrices activées sont responsables du clivage de différents substrats cellulaires, 
dont PARP (COHEN, 1997). L'activation des caspases effectrices 3 et 7 observée 
après 48 et 72h d'inhibition de l'activité des GSK3 par le traitement au SB des 
cellules PANC-1 (Figure 11A et B) confirme l'induction de l'apoptose démontrée par 
J J i 
l'augmentation de l'expression de PARP clivée (Figure 9A). D'ailleurs, ces résultats 
sont en accord avec l'activation de la caspase 3 par l'inhibition des GSK3 déjà 
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rapportée dans les cellules BxPC3, une lignée de cellules pancréatiques tumorales 
humaines (OUGOLKOV et al., 2005). Bref, en plus de favoriser l'expression des 
homologues BCL-2 pour un signal pro-apoptique, l'inhibition pharmacolologique des 
GSK3 entraîne également le clivage et l'activation de certaines caspases 
effectrices. 
Enfin, dans les cellules PANC-1, la diminution de 52% de l'expression de 
GSK3P à l'aide d'un shARN entraîne l'augmentation de l'expression de PARP 
clivée, donc cette diminution de moitié du niveau protéique de GSK3p est suffisante 
pour induire l'apoptose (Figure 9C). De plus, l'utilisation de ce shARN résulte, 
toutefois de façon plus modeste, en 1- l'augmentation de l'expression de BIM, 2- la 
diminution de BCL-2 (Figure 12B) et 3- l'activation de la caspase 7 (Figure 11B), ce 
qui confirme que l'induction de l'apoptose est due à l'inhibition spécifique des 
GSK3. Les effets, plus modestes, de l'inhibition des GSK3 par le shARN versus le 
SB sont probablement attribuables à l'inhibition plus faible de l'activité globale des 
GSK3 par le shGSK3p. Également, nous supposons que l'inhibition des GSK3 par 
le shGSK3p est plus spécifique que celle induite par l'inhibiteur pharmacologique 
SB ce qui élimine tout effet non spécifique du SB et ce qui pourrait expliquer 
l'observation d'effets plus modestes avec le shGSK3p versus le SB. Il serait 
intéressant d'évaluer à l'aide d'un shARN si GSK3a joue aussi un rôle dans 
l'apoptose ou si c'est plutôt le niveau d'activité totale des GSK3 qui est déterminant 
pour l'induction de l'apoptose des cellules en combinant un shGSK3 a et p. 
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3. L'inhibition prolongée de l'activité des GSK3 mène à l'activation 
des JNK qui contribuent à l'induction de l'apoptose 
Plusieurs études ont démontré une régulation de la voie associée à la survie 
cellulaire NFKB par les GSK3, entre autres au niveau de l'apoptose induite par le 
TNFa (GÔTSCHEL et al., 2008, HOEFLICH et al., 2000, KOTLIAROVA et al., 2008, 
SCHWABE et BRENNER, 2002 et STEINBRECHER et al., 2005). Par ailleurs, 
l'inhibition de l'activité des GSK3 dans les cellules pancréatiques tumorales 
humaines diminue l'activité transcriptionnelle NFKB après 48h d'inhibition 
(MAMAGHANI, PATEL et HEDLEY, 2009, OUGOLKOV et al., 2005 et WILSON et 
BALDWIN, 2008). Le groupe de Billadeau a observé une induction de l'apoptose à 
48h et contrairement à nous, ils ont observé une inhibition de l'activité NFKB 
marquante seulement après 48h d'inhibition des GSK3, ce qui laisse suggérer que 
d'autres voies, modulées avant 48h, pourraient être nécessaires. Puisque cette 
diminution de l'activité NFKB semble tardive (48-72h) et que nous observons la 
modulation des homologues BCL-2 et BIM dès 24h et même 16h d'inhibition des 
GSK3, nous avons analysé l'activité des autres voies de signalisation impliquées 
dans la survie cellulaire et l'apoptose. Premièrement, nous n'avons observé 
aucune modulation par le traitement au SB des formes actives et totales d'AKT et 
des ERK1/2, ce qui suggère que les voies associées à la survie cellulaire PI3K/AKT 
et ERK1/2 ne sont pas modulées par l'inhibition des GSK3 (Figure 15). Ensuite, au 
niveau de la voie MAPK p38 associée à l'apoptose, aucune augmentation de la 
forme active de p38 par le traitement au SB n'a été observée (données non 
montrées) et l'inhibiteur des p38 SB203580 n'empêche pas l'augmentation de 
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l'expression de PARP clivée induite par le SB, donc ne bloque pas l'induction de 
l'apoptose dans les cellules PANC-1 (Figure 16A). Néanmoins, nous ne pouvons 
pas exclure l'implication possible des isoformes p38 8 et y, puisqu'ils ne sont pas 
inhibés par l'inhibiteur pharmacologique des p38 SB203580. D'autre part, nos 
résultats démontrent l'activation de la voie JNK/SAPK suite à l'inhibition de l'activité 
des GSK3, par l'augmentation de l'expression de c-Jun et des formes actives de c-
Jun et JNK dès 24h, dans les cellules pancréatiques tumorales humaines (Figure 
16B). Ce résultat concorde avec d'autres travaux rapportant une activation de la 
voie JNK suite à l'inhibition de l'activité des GSK3dans des cellules de carcinome 
hépatocellulaire (BEUREL et al., 2009). De plus, une plus forte stimulation de 
l'activité JNK en réponse aux facteurs de croissance a été observée dans les 
fibroblastes d'embryon de souris GSK3-/- appuyant une régulation négative de la 
voie JNK par les GSK3 (LIU et al., 2004). 
Puisqu'il est suggéré qu'une activation soutenue des JNK induit l'apoptose 
(CHEN et al., 1996 et SÂNCHEZ-PEREZ, MURGUÎA et PERONA, 1998), nous 
avons évalué l'implication de l'activation de la voie JNK, par l'inhibition de l'activité 
des GSK3, au niveau de l'apoptose observée. Pour ce faire, nous avons inhibé la 
voie JNK à l'aide du SP600125, ce qui a atténué l'augmentation de l'expression de 
c-Jun phosphorylée et totale induite par le SB confirmant l'inhibition des JNK 
(Figure 17). Nos résultats démontrent que l'inhibition de la voie JNK par l'inhibiteur 
SP600125 prévient l'induction de l'apoptose des cellules PANC-1 par le traitement 
au SB. En effet, l'inhibition des JNK empêche 1- l'augmentation de l'expression de 
BIM, 2- l'activation de la caspase 7 et 3- le clivage de PARP dus à l'inhibition des 
GSK3 (Figure 17). Toutefois, le traitement des cellules au SP600125 ne bloque pas 
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la diminution du niveau d'expression de la protéine BCL-2 induite par le SB, 
suggérant une diminution JNK-indépendante. Donc, nos observations proposent 
que l'activation des JNK suite à l'inhibition des GSK3 est nécessaire pour l'induction 
de l'apoptose et que la diminution de BCL-2 est insuffisante pour induire l'apoptose 
lorsque les GSK3 sont inhibées. 
Par ailleurs, la diminution de l'expression de c-Jun par un siARN dans les 
cellules PANC-1 empêche significativement l'augmentation de l'expression de BIM 
par le traitement au SB, alors que la diminution de l'expression de BCL-2 n'est pas 
affectée (Figure 18A). Ainsi, l'activation de la voie JNK-c-Jun ne semble pas 
influencer la diminution de BCL-2 par le SB dans les cellules PANC-1. 
Parallèlement, la diminution de l'expression de c-Jun dans les cellules MIA PaCa2 
semble prévenir un retard de migration sur gel de BIM induit par le SB (Figure 18B). 
Donc, l'activation de la voie JNK-c-Jun semble contribuer à la régulation de BIM 
suite à l'inhibition des GSK3 dans les cellules pancréatiques tumorales humaines 
(Figure 25). De plus, la diminution de c-Jun ne prévient pas le clivage de PARP, 
donc l'apoptose induite par l'inhibition des GSK3 par le SB (Figure 18). 
L'observation d'une phosphorylation de BIM sur la Ser65 par JNK, qui favorise sa 
fonction pro-apoptotique (PUTCHA et al., 2003) propose un mécanisme de 
régulation directe de BIM par l'activation de JNK. D'autre part, la cible de JNK c-
Jun peut induire l'expression de BIM via la présence d'un site AP1 sur son 
promoteur suggérant une régulation indirecte de BIM par l'activation des JNK 
(BISWAS et al., 2007). Il serait donc intéressant de déterminer la contribution 
respective des protéines JNK et de c-Jun, activées par l'inhibition des GSK3, sur la 
régulation de BIM. L'effet de c-Jun sur la transcription de BIM pourrait être examiné 
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en évaluant le niveau d'ARNm de BIM suite à la diminution de c-Jun avec un siARN 
dans les cellules traitées avec le SB. L'utilisation d'un gène rapporteur BIM 
luciférase, composé du promoteur de BIM couplé au gène de la luciférase, 
permettrait également l'étude de l'effet transcriptionnel de c-Jun sur BIM. 
Puisque l'inhibition des GSK3 active la voie JNK et que l'inhibition des JNK 
prévient l'apoptose induite par l'inhibition des GSK3, nous avons ensuite évalué si 
une activation soutenue de la voie JNK était suffisante pour induire l'apoptose de 
nos cellules pancréatiques tumorales humaines. Pour ce faire, nous avons généré 
une population stable de cellules PANC-1 exprimant une MEKK1 WT inductible ou 
comme contrôle le vecteur vide (pBABE) ou une MEKK1 mutée catalytiquement 
inactive (MEKK1 KD). Une augmentation de c-Jun phosphorylée sur Ser63 a été 
observée suite à la stimulation au 4HT des cellules MEKK1 WT, confirmant 
l'activation des JNK (Figure 19). Cette activation soutenue (24-48h) de la voie JNK 
dans les cellules MEKK1 WT traitées au 4HT n'entraîne pas d'augmentation du 
clivage de PARP (Figure 19B). Donc, l'activation soutenue de la voie JNK dans les 
cellules PANC-1 semble insuffisante pour induire l'apoptose. Suite à cette 
activation des JNK, nous n'avons observé aucune modulation de l'expression de 
BIM (Figure 19). Nous avons aussi noté une augmentation des ERK1/2 actives 
dans les cellules pBABE, MEKK1 WT et MEKK1 KD traitées au 4HT pendant 8 et 
16h (Figure 19A). Puisque la phosphorylation ERK-dépendante de BIM mène à sa 
dégradation (LEY, ERWING et COOK, 2005), l'activation des ERK1/2 par le 4HT 
pourrait favoriser la dégradation de BIM et pourrait ainsi empêcher l'augmentation 
de BIM induite par l'activation des JNK. Il serait intéressant d'ajouter un inhibiteur 
de la voie MEK/ERK1/2 (U0126) lors du traitement des cellules MEKK1 WT avec le 
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4HT afin d'observer une augmentation de BIM par l'activation de JNK et l'effet sur 
l'apoptose. L'ajout de l'inhibiteur SB aux cellules MEKK1 WT traitées avec le 4HT 
pendant 24 et 48h induit une augmentation de BIM et une augmentation de 
l'expression de PARP clivée (Figure 19B). Nous avons observé une augmentation 
similaire de l'expression de c-Jun phosphorylée sur Ser63 dans les cellules MEKK1 
WT traitées avec le 4HT avec ou sans le SB, suggérant une activation à un niveau 
semblable de la voie JNK dans ces cellules. Nous avons observé que, malgré une 
activation similaire de la voie JNK, l'augmentation de BIM et du clivage de PARP 
induits suite à l'inhibition des GSK3 requiert d'autres cibles des GSK3. Donc, 
l'activation de la voie JNK semble insuffisante pour induire l'apoptose à elle seule, 
mais elle contribuerait à l'apoptose induite par l'inhibition des GSK3 qui pourrait 
également nécessiter d'autres signaux (Figure 25). Une étude avait observé la 
nécessité de l'inhibition de la voie PI3K dans l'induction de l'apoptose par 
l'activation soutenue des JNK dans des fibroblastes (MOLTON, TODD et COOK, 
2003). Puisque nous n'avons pas observé de modulation d'AKT (Figure 15) et que 
l'inhibition des GSK3 peut inhiber la voie NFKB, il serait intéressant de déterminer si 
l'inhibition de NFkB permet l'induction de l'apoptose suite à l'activation soutenue 
des JNK dans les cellules PANC1-MEKK1 WT. 
La capacité des GSK3 à lier et phosphoryler MEKK4, ainsi que 
l'augmentation de JNK phosphorylée via MEKK4 (et non MEKK1) suite à un 
traitement au SB, suggère un mécanisme possible de l'activation de la voie JNK par 
l'inhibition des GSK3 (ABELL, GRANGER et JOHNSON, 2007). Donc, il serait 
i i 
intéressant d'analyser si dans les cellules pancréatiques tumorales humaines, une 
interaction des GSK3 avec MEKK4 est possible, en effectuant une 
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Figure 25 Mécanisme de l'induction de l'apoptose par l'inhibition de l'activité 
des GSK3 
L'inhibition de l'activité des GSK3 induit l'apoptose des cellules 
pancréatiques tumorales humaines et mène à l'activation des caspases 3 et 7, à la 
diminution de BCL-2 et à l'augmentation de BIM. L'activation de la voie JNK-c-Jun 
suite à l'inhibition des GSK3 semble contribuer à la modulation de BIM. Cette 
modulation de BIM par l'activation de la voie JNK pourrait s'effectuer par la 
phosphorylation JNK-dépendante de BIM ou par une induction de BIM par c-Jun via 
la présence d'un site AP-1 sur le promoteur de BIM. De plus, l'activation des JNK à 
elle seule semble insuffisante pour induire l'apoptose, mais elle est nécessaire pour 
l'induction de l'apoptose suite à l'inhibition des GSK3. Ceci suggère que l'induction 
de l'apoptose suite à l'inhibition des GSK3 requiert la modulation de d'autres voies 
de signalisation. En effet, il a été observé que l'inhibition des GSK3 inhibe l'activité 
NFKB, suggérant l'implication de cette voie au niveau de la survie des cellules 
pancréatiques tumorales. 
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immunoprécipitation de GSK3 ou MEKK4. L'effet de l'inhibition des GSK3 sur 
l'activité de MEKK4 pourrait aussi être analysé par un essai kinase avec le substrat 
His-MKK6 (kinase inactive) à partir d'une immunoprécipitation en condition 
dénaturante de MEKK4 dans des cellules traitées avec ou sans le SB. Enfin, une 
étude plus approfondie de l'activation de la voie JNK induite par l'inhibition des 
GSK3 permettrait l'identification du mécanisme de régulation par les GSK3 des JNK 
et de la voie JNK-c-Jun-BIM impliquée dans l'induction de l'apoptose des cellules 
pancréatiques tumorales humaines. 
4. L'inhibition de l'activité des GSK3 diminue la capacité 
proliférative des cellules pancréatiques tumorales humaines et 
module l'expression de protéines de la phase G1 du cycle 
cellulaire 
Notre deuxième objectif était d'évaluer l'effet de l'inhibition de l'activité des 
GSK3 sur la prolifération des cellules pancréatiques tumorales humaines. Lors de 
la progression dans le cycle cellulaire, l'hyperphosphorylation des protéines de la 
famille RB, qui séquestrent les facteurs de transcription E2F, permet la relâche des 
E2F et l'activation de leurs gènes cibles nécessaires à la transition G1/S (SHERR et 
ROBERTS, 1995). Afin d'analyser la capacité proliférative des cellules, nous avons 
évalué l'activité transcriptionnelle E2F à l'aide du gène rapporteur E2F-TA 
luciférase. L'inhibition de l'activité des GSK3, par l'expression de son inhibiteur 
i i i 
endogène (FRAT1 WT), diminue l'activité E2F-TA luciférase, donc la capacité ' 
proliférative des cellules PANC-1 (Figure 20A). L'inhibition de l'activité des GSK3 a 
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été confirmée dans les cellules HEK293T par la diminution de l'activité 
transcriptionnelle TCF/p-caténine-dépendante par l'expression de FRAT1 WT et par 
le traitement au SB (Figure 20B). Il a été observé que l'inhibition des GSK3 par Wnt 
semble influencer spécifiquement les cibles des GSK3 associées à la voie Wnt 
(DING, CHEN et MCCORMICK, 2000). Donc, l'inhibition des GSK3 par FRAT 
pourrait cibler les substrats des GSK3 associés à la voie Wnt/p-caténine, ce qui 
pourrait expliquer la différence d'inhibition de l'activité TCF par FRAT1 WT versus le 
SB qui inhibe globalement les GSK3. 
Puisque l'inhibition des GSK3 prévient l'atteinte du point de restriction, nous 
avons donc poursuivi en évaluant l'expression des protéines régulatrices du cycle 
cellulaire, principalement de la phase G1. Pour ce faire, l'entrée dans le cycle 
cellulaire des cellules arrêtées en phase G1 par la privation en sérum a été stimulée 
par l'ajout de sérum 1% avec ou sans inhibiteur des GSK3. L'arrêt des cellules MIA 
PaCa-2 privées en sérum pendant au moins 48h est démontré par l'expression 
majoritaire de la forme hypophosphorylée de pRb et de p130 (Figure 21). Nous 
avons observé que l'inhibition de l'activité des GSK3 pendant 16h prévient: 1-
l'hyperphosphorylation des protéines pRb et p130, 2- l'augmentation de l'expression 
de E2F1 et 3- l'augmentation de l'expression de la cycline A induite par la 
stimulation au sérum, en plus de 4- diminuer le niveau d'expression de E2F1, E2F4 
et de la cycline D1 (Figure 21A et B). Une augmentation de l'expression de p21Cip1 
ainsi qu'une diminution de p27Kip1, deux inhibiteurs du cycle cellulaire, ont été 
observées en répqnse au sérum dans nos cellules (Figure 21 B) et concordent avec 
la littérature (SHERR et ROBERTS, 1999). L'inhibition des GSK3 à l'aide du AR + 
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1% FBS pendant 16h ne semble pas moduler significativement l'expression de 
p27Kip1 alors qu'une légère augmentation de p21Cip1 a été observée par rapport au 
cellules traitées avec le DMSO + 1% FBS (Figure 21 B). Donc, l'activité des GSK3 
pourrait favoriser la prolifération des cellules pancréatiques tumorales et pourrait 
réguler les protéines du cycle cellulaire telles que pRb, p130, E2F1, E2F4 et cycline 
D1. Nos résultats concordent avec d'autres travaux sur le cancer de la prostate qui 
rapportent la diminution de l'expression de protéines du cycle cellulaire régulée par 
les E2F suite à l'inhibition des GSK3 (SUN et al., 2007). 
5. Rôle de l'activité des GSK3 en phase G1 tardive et dans la 
transition G1/S du cycle cellulaire 
Suite à l'observation de la régulation par les GSK3 de protéines des phases 
G1/S, nous avons étudié l'activité des GSK3 lors de la progression du cycle 
cellulaire. D'abord, l'augmentation de l'expression de la forme active d'ERK1/2 dès 
2h de stimulation au sérum et qui diminue au niveau basai après 6h illustre 
l'activation rapide et transitoire, typique d'ERK1/2 en réponse au sérum. Puis, lors 
de l'entrée dans le cycle cellulaire des cellules pancréatiques tumorales humaines 
suite à la stimulation au sérum 1%, nous avons observé l'augmentation de 
l'expression des GSK3 phosphorylées sur Ser21/9, donc inactives, qui est 
maintenue jusqu'à 10h avant de diminuer, alors que leur expression totale demeure 
inchangée (Figure 22). Cette inactivation des GSK3 corrèle avec l'activation d'AKT, 
démontrée par l'augmentation de l'expression de ja protéine AKT phosphorylée qui 
est connue pour phosphoryler et inactiver les GSK3 (CROSS et al., 1995). Donc, 
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l'activité d'AKT pourrait contribuer à la phosphorylation et l'inactivation des GSK3 au 
cours de la progression G1/S dans les cellules pancréatiques tumorales humaines. 
De plus, nous avons observé que le traitement au SB entre 0-1 Oh, période où les 
GSK3 sont inactivées (Figure 22), des cellules PANC-1 stimulées avec 1% FBS 
pendant 16h, n'influence pas l'hyperphosphorylation de pRb et de p130 induite en 
réponse au sérum (Figure 23A). Ainsi, l'activité des GSK3 ne semble pas requise 
en début de phase G1 (0-1 Oh) du cycle cellulaire dans les cellules pancréatiques 
tumorales humaines. De plus, plusieurs substrats des GSK3 sont impliqués dans le 
cycle cellulaire et la phosphorylation de la majorité des cibles des GSK3 mène à 
leur dégradation, ce qui suggère que l'inhibition transitoire (0-1 Oh) de l'activité des 
GSK3 en phase G1 pourrait peut-être favoriser la progression du cycle cellulaire. 
La transition des formes hypophosphorylée vers hyperphosphorylée de pRb et de 
p130 démontre que l'atteinte du point de restriction s'effectue à partir de 10h de 
stimulation au sérum, ce qui concorde avec la période de réactivation des GSK3 
(Figure 22). Nos résultats sont en accord avec les résultats de l'équipe de 
DeCaprio qui rapportent l'inactivation et puis réactivation des GSK3 en réponse au 
sérum (LITOVCHICK, CHESTUKHIN et DECAPRIO, 2004). Cette réactivation des 
GSK3 lors de l'atteinte du point de restriction (Figure 22), ainsi que le blocage de 
l'atteinte de ce point par l'inhibition des GSK3 pendant 16h (Figure 20A et 21) 
suggère que l'activité des GSK3 pourrait favoriser la transition G1/S. 
Pour confirmer le rôle des GSK3 dans la transition G1/S lors de leur 
réactivation (10-16h) (Figure 22), nous avons traité les cellules PANC-1 
préalablement privées en sérum avec le SB entre 10-16h de la stimulation au FBS 
1%. Nous avons observé que l'inhibition transitoire de l'activité des GSK3 en fin de 
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phase G1 (10-16h) empêche 1- l'hyperphosphorylation de pRb et de p130 et 2-
l'augmentation de l'expression de E2F1 en réponse au sérum, en plus de 3-
diminuer le niveau d'expression de E2F4 (Figure 23B). Dans les cellules 
épithéliales intestinales humaines quiescentes suite au retrait du sérum, il a été 
observé que E2F4 était localisé dans le cytoplasme (DESCHÊNES et al., 2004). 
De plus, les auteurs ont observé la translocation nucléaire de E2F4 lors de l'entrée 
dans le cycle cellulaire induite par l'ajout de sérum à ces cellules. Puisqu'il a été 
suggéré dans les cellules épithéliales intestinales humaines que la régulation de la 
localisation de E2F4 pourrait servir de mécanisme de contrôle de la prolifération 
cellulaire, il serait intéressant d'analyser si la localisation cellulaire de E2F4 est 
affectée par l'inhibition des GSK3 dans les cellules pancréatiques tumorales. De 
plus, le traitement au SB prévient également la phosphorylation de pRb sur les 
résidus Ser807/811 en réponse au sérum, deux sites de phosphorylation potentiels 
des GSK3 identifiés par analyse informatique avec Netphos. Contrairement au 
traitement avec le AR pendant 16h, l'inhibition des GSK3 par le SB entre 10-16h de 
stimulation au sérum dans les cellules PANC-1 ne module pas l'expression de la 
cycline D1. Ces résultats contradictoires pourraient suggérer i) qu'une inhibition 
transitoire versus prolongée des GSK3 a un effet différent sur l'expression de la 
cycline D1 ou ii) qu'un inhibiteur des GSK3 utilisé, AR ou SB, a un effet non-
spécifique sur la cycline D1. Afin de discriminer entre ces deux possibilités, il 
faudrait d'abord évaluer l'expression de la cycline D1 dans les cellules PANC-1 a) 
traitées pendant 16h avec le SB+1%FBS et b) traitées avec le AR entre les 10e-16e 
heure de stimulation avec 1%FBS. 
; ; 
/ i 
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L'inhibition de courte durée (10-16h) de l'activité des GSK3 permet d'attribuer 
nos observations à l'inhibition des GSK3, et de discriminer un effet dû aux 
modulations issues du processus apoptotique induit par l'inhibition prolongée des 
GSK3 (Figure 23B). Bref, nos résultats montrent que l'inhibition transitoire de 
l'activité des GSK3 ne module pas l'expression des cyclines D1 et E, cdk2 et les 
inhibiteurs du cycle cellulaire p21Cip1 et p27Kip1, mais semble plutôt réguler la 
progression du cycle cellulaire au niveau de membres des familles RB et E2F. 
6. Liaison des GSK3 à des protéines des familles RB et E2F 
Jusqu'à présent nos résultats suggèrent que la régulation de la progression 
du cycle cellulaire par les GSK3 s'effectue par la modulation des protéines pRb, 
p130, E2F1 et E2F4. De plus, la phosphorylation par les GSK3 de E2F1 (GARCIA-
ALVAREZ et al., 2007) et de p130 (LITOVCHICK, CHESTUKHIN et DECAPRIO, 
2004) a déjà été observée. Nous avons également observé que l'inhibition des 
GSK3 prévient l'augmentation, en réponse au sérum, de pRb phosphorylée sur 
Ser807/811, des sites potentiels des GSK3 identifiés par analyse informatique avec 
Netphos (Figure 23B). Afin d'approfondir l'étude de la régulation de ces protéines 
par les GSK3 dans les cellules pancréatiques tumorales, nous avons analysé leur 
capacité à lier directement ces protéines. Dans un premier temps, nous avons 
procédé à l'immunoprécipitation de pRb dans les cellules PANC-1, qui révèle la co-
immunoprécipitation de E2F1, mais également de GSK3p (Figure 24A). Ceci 
; suggère la présence d'un complexe formé de GSK3p-pRb. Nous avons également 
observé la co-imunoprécipitation de GSK3a à pRb (Figure 24B). Cette observation 
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démontre la présence d'un complexe formé de GSK3a-pRb. Le groupe de Tauler a 
déjà rapporté la liaison de GSK3P à E2F1 dans les cellules HEK293T et selon leur 
observation, la régulation négative de E2F1 par les GSK3 semble indépendante de 
leur activité kinase (GARCIA-ALVAREZ et al., 2007). Nos résultats se démarquent 
de ceux du groupe de Tauler, puisqu'ils étaient en condition de surexpression 
d'E2F1 et de GSK3p, alors que nos observations sont en condition physiologique. 
Nos résultats ayant démontré que Finhibition des GSK3 diminue Factivité E2F-
dépendante (Figure 20A) suggèrent que les GSK3 pourraient influencer directement 
Factivité des E2F. Par la suite, nous avons immunoprécipité E2F4 dans les cellules 
PANC-1, ce qui a révélé la co-immunoprécipitation de GSK3P et plus modestement 
de p130. Ce résultat suggère fassociation de GSK3p à E2F4 et propose la 
formation d'un complexe GSK3-E2F4. En accord avec nos résultats, la 
phosphorylation de p130 par GSK3 a déjà été rapportée et semblerait stabiliser 
p130 dans des cellules en phase GO (LITOVCHICK, CHESTUKHIN et DECAPRIO, 
2004). De plus, une réactivation des GSK3 était observée après 8h de stimulation 
au sérum qui coïncidait avec Faugmentation de la forme hyperphosphorylée de 
p130, suggérant que les GSK3 pourraient contribuer à l'hyperphosphorylation de 
p130 en fin de G1 (LITOVCHICK, CHESTUKHIN et DECAPRIO, 2004). La 
formation et la fonction des complexes GSK3-pRb et GSK3-E2F4 observés dans 
les cellules pancréatiques tumorales humaines restent à être caractérisées. Il serait 
intéressant d'examiner si de tels complexes sont aussi retrouvés dans les cellules 
pancréatiques ductales humaines immortalisées HPDE6. De plus, Fétude plus 
approfondie du mécanisme de régulation et de la phosphorylation probable des 
protéines pRb, p130, E2F1 et E2F4 par les GSK3 
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serait intéressante. Enfin, il pourrait être également intéressant d'analyser si un tel 
rôle pro-prolifératif de l'activité des GSK3 est retrouvé dans les cellules 
pancréatiques ductales humaines immortalisées (HPDE6). 
V. Conclusion 
Une particularité des GSK3 est de mener la plupart de leurs substrats à la 
dégradation, dont plusieurs sont impliqués dans la prolifération cellulaire. Ceci 
suggère qu'une activation de la voie PI3K/AKT qui est associée à la survie cellulaire 
et fréquemment altérée dans le cancer pourrait favoriser la prolifération par 
l'inhibition des GSK3. Ceci contraste avec des études antérieures qui ont observé 
une surexpression des GSK3 dans les adénocarcinomes pancréatiques par rapport 
aux tissus de pancréas normaux (OUGOLKOV et al., 2006 et PASCA Dl 
MAGLIANO et al., 2007). Nous avons observé un ratio des GSK3 inactives/totales 
plus faible dans nos trois lignées de cellules pancréatiques tumorales humaines 
(BxPC3, MIA PaCa2 et PANC-1) comparativement aux cellules pancréatiques 
ductales HPDE6 (Figure 7A). Ceci suggère une activité des GSK3 plus élevée 
dans les cellules pancréatiques tumorales par rapport aux cellules pancréatiques 
ductales. Également, il a déjà été observé que les GSK3 pourraient favoriser la 
survie des cellules pancréatiques tumorales en régulant la voie NFKB (OUGOLKOV 
et al., 2005 et WILSON et BALDWIN, 2008). Dans leur ensemble, ces résultats 
suggèrent que la contribution des GSK3 dans la prolifération et la survie cellulaire 
ne peut;être extrapolée via l'effet qu'exerce la voie PI3K/Akt, suractivée dans de 
nombreuses cellules cancéreuses, sur l'activité GSK3. Ainsi, mes travaux étaient 
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basés sur l'hypothèse que l'activité des GSK3 favorise la survie et la prolifération 
des cellules pancréatiques tumorales humaines. 
En résumé, nous avons démontré que l'activité des GSK3 est requise pour 
la survie des cellules pancréatiques tumorales humaines. L'inhibition de l'activité 
des GSK3 diminue la viabilité cellulaire, entre autres par l'induction de l'apoptose. 
De plus, nous avons observé pour la première fois que l'inhibition des GSK3 induit 
l'apoptose seulement des cellules pancréatiques tumorales humaines et non des 
cellules pancréatiques ductales non-transformées. L'inhibition des GSK3 entraîne 
également une activation soutenue de la voie JNK qui semble nécessaire pour cette 
induction de l'apoptose. L'activation de la voie JNK-c-Jun module l'expression de 
l'homologue pro-apoptotique BIM suite à l'inhibition des GSK3, alors qu'une 
diminution de l'expression de l'homologue anti-apoptotique BCL-2 a été observée et 
semble JNK-indépendante. Enfin, une activation soutenue de JNK par MEKK1 
dans les cellules pancréatiques tumorales semble insuffisante pour induire 
l'apoptose. Donc, l'induction de l'apoptose par l'inhibition des GSK3 semble 
requérir d'autres signaux en plus de l'activation des JNK. il a été observé que 
l'inhibition des GSK3 inhibe la voie NFKB dans les cellules pancréatiques tumorales 
(MAMAGHANI, PATEL et HEDLEY, 2009, OUGOLKOV et al., 2005 et WILSON et 
BALDWIN, 2008), ce qui pourrait expliquer en partie la diminution de BCL-2 
observée. Il serait intéressant de déterminer si l'inhibition de la voie NFKB 
permettrait l'induction de l'apoptose suite à l'activation soutenue des JNK par 
; MEKK1. Quant à la prolifération cellulaire, nos résultats démontrent la nécessité de . ; 
/ / / 
l'activité des GSK3 en phase G1, puisque leur inactivation empêche l'atteinte du 
118 
point de restriction. De plus, l'activité des GSK3 semble contrôler la transition G1/S 
des cellules pancréatiques tumorales par la régulation des protéines pRb, p130, 
E2F1 et E2F4. L'activation de la voie PI3K/AKT en réponse au sérum durant la 
phase G1 du cycle cellulaire inhiberait les GSK3 (0-1 Oh), ce qui pourrait peut-être 
favoriser la progression en phase G1. Par contre, l'activité des GSK3 est 
nécessaire à l'atteinte du point de restriction et pourrait probablement contribuer à 
l'hyperphosphorylation des protéines pRb et p130. Nous avons également observé 
la présence de complexes GSK3-pRb et GSK3P-E2F4, ainsi il serait intéressant de 
déterminer l'implication des GSK3 dans ces complexes, en plus d'identifier leur rôle. 
Il serait aussi intéressant d'étudier si un tel rôle des GSK3 est retrouvé au niveau de 
la prolifération des cellules pancréatiques ductales non-transformées. Bref, nos 
résultats démontrent que l'activité des GSK3 est essentielle pour la survie et la 
prolifération des cellules pancréatiques tumorales humaines, suggérant que 
l'activité des GSK3 pourrait être impliquée dans la tumorigenèse pancréatique. De 
plus, nos observations proposent que l'inhibition de l'activité des GSK3, en ciblant 
les cellules cancéreuses, pourrait s'avérer un traitement potentiel du cancer 
pancréatique. 
I 
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